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Le présent travail a porté sur I’extraction des polyphénols des feuilles d’olivier spontané
(Olea europea var oleaster) récoltées de deux régions différente ‘Chrea et Soumaa et cela
durant deux périodes (novembre a décembre) et (février a mars) afin de déterminer les
facteurs influengant la richesse en composé phénoliques et, I’évaluation de leurs effets

thérapeutiques (antioxydant, anti-inflammatoire et antimicrobienne).

La teneur et le rendement des feuilles d’olivier sauvage dépondent de la région et de ’altitude
et de la période de I’année. La teneur en periode de (novembre a décembre) de la région de
Chrea (0,916 EAG /g), est supérieur a celle de de la région de Soumaa (0,463
EAG/g),cependant en période de (février a mars) la région de Soumaa (0,48EAG/g) est
supérieur a celle de la région Chrea (0,09EAG/g). Ces polyphénols ont provoqué un taux de
réduction significatif de 1I’cedéme avec 42,33% pour la région de Soumaa et 40,09% pour la
région de Chraa en premiere période. Ces taux sont plus élevés que ceux provoqué par le
produit de référence (Diclofinac®) (38,72%).

Par ailleurs, I’activité antioxydante des extraits polyphénoliques des feuilles de 1’olivier
spontané a montré un excellent pouvoir antioxydant, supérieur a celui de la vitamine C. En
outre, une faible activité antimicrobienne a été notée au cours de cette étude avec ces extraits

polyphénoliques des deux régions.

Mots clés : Olea europea var oleaster, polyphénols totaux, composition chimique, activité

anti-oxydante, activité anti-inflammatoire, activité antimicrobienne.



Summary

This work focused on the extraction of polyphenols of spontaneous olive leaf (Olea europea
oleaster) harvested from two different regions 'Chrea, high atlases of Blida' and 'Soumaa low
atlas of Blida' and that during two periods (1st period: November to december) and (2nd
period: February to March) for the purpose of determining these factors (climate influence the
wealth of phenolic compound of spontaneous olive leaf, and evaluation of therapeutic effects
of these phenolic compounds where we treated antioxidant activity, anti-inflammatory activity

and antimicrobial activity).

The results show that the content and yield of wild olive leaves of the first period Chrea
region (0.916 EAG / g) is greater than that of the region Soumaa first period (0.463 EAG / g)
and the 2nd period of the Soumaa region (0,48 EAG / g) is greater than that of the region
Chrea 2nd period (0,09EAG / g). It also shows a significant reduction rate of edema with
42.33% for Soumaa region, first period and 40.09% for the Chrea region first period
respectively and the results are even higher than the rate of reduction marked by the reference
product (diclofinac®) 38.72%.

Moreover, the results of antioxidant activity showed an excellent anti-radical power of
methanol extracts of the leaves of the wild olive tree.In addition, low antimicrobial activity
was noted during this study with the extracts of the leaves of the olive tree spontaneous of

Chrea region and Soumaa.

Key words: Olea europea var oleaster, total polyphenols, chemical composition, antioxidant

activity, anti-inflammatory activity, antimicrobial activity.
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Introduction

Durant ces dernieres annees, une recrudescence d'intérét est a remarquer concernant les
effets biologiques des plantes dans la lutte contre différentes pathologies. La nature constitue
un immense gisement de molécules actives d’origine végétale, et les ressources de la flore
sont loin d’étre totalement inventoriées et explorées. Dans le monde entier, on continue
aujourd’hui a rechercher des plantes susceptibles d’étre utilisées comme base de houveaux

traitements.

L’olivier (Olea europae L., Oléacées), arbre dont la culture millénaire est traditionnelle
dans le bassin méditerranéen, est symbolique de paix et de fécondité. Son fruit, son huile et
ses feuilles fournissent d’innombrables bienfaits dans la prévention de plusieurs maladies
telles que I’athérothrombose, le cancer, I’hypertension artérielle (Ghedira, 2008). Ses
utilisations sont nombreuses et reconnues : dans le domaine de la nourriture pour la
préparation culinaire des plats délicieux, dans le domaine de phytothérapie comme
antigrippale contre la toux et le rhume, dans le domaine du chauffage et I'éclairage, dans le
domaine de cosmétologie et en parfumerie pour le soin de la peau, les cheveux et les dents
(Goodyer, 2000) et aussi pour la décoration (arbre ornementale, fabrication des produits
artisanales) etc. (Gut, 2008).

L’utilisation la plus connue de 1’olivier est sans doute la production de I’huile d’olive.
Par ailleurs, les propriétés médicinales de I’olivier sont également attribuées a ses feuilles qui
font aujourd’hui 1’objet de nombreuses recherches scientifiques. En effet, I'utilisation des
feuilles d’olivier en phytothérapie remonte a trés loin dans I’histoire. L’ olivier est considéré
donc comme étant une plante aromatique et médicinale, réservoir de composes naturels aux

effets bénéfiques. ( Bisignano, 1999)

En Algérie, I’olivier et largement utilisé par les populations locales. Les propriétés
médicinales de I’olivier sont surtout attribuées aux feuilles. L’utilisation de ces derniéres en

phytothérapie par la population locale se fait a 1’état naturel (infusion ou décoction).

Certains composés phénoliques extraits a partir de feuilles d’olivier par diverses
méthodes, tels que 1’extraction solide-liquide traditionnelle ou assistée par ultrasons ou bien
par solvant pressurisés ont fait 1’objet de plusieurs recherches in vitro et in vivo afin de

déterminer leurs effets biologiques.( Benlemlih, Ghanam, 2012).



Introduction

Jusqu'a present, les diverses activités biologiques de I'oleuropéine et hydroxytyrosol ,
les principaux composant actifs dans la feuille d’olivier, ont été identifiés dans plusieurs
¢tudes. L oleuropéine a été signalé comme étant un agent antimicrobien, vasodilatateur
hypoglycémiant, hypotenseur, anti-inflammatoire, antirhumatismale, anti-athérogéne et
antipyrétique. Beaucoup de ces caractéristiques pharmacologiques sont dus a son action
antioxydante. En outre, plusieurs études ont prouvé les propriétés antioxydantes,
hypoglycémiantes, antithrombotiques, hypocholestérolémiantes, anti-inflammatoires et
antimicrobiennes de 1’hydroxytyrosol issu de I’hydrolyse de 1’oleuropéine. (Benlemlih,
Ghanam, 2012).

La valorisation de I’effet Thérapeutique des extraits de feuilles d 'olea europea est une
des thématiques développées au laboratoire de recherche de Biotechnologies des Plantes
Aromatiques et Médicinales (BPAM). Dans ce cadre plusieurs travaux ont abouti a montrer
I’importance des polyphénols aussi bien de par leur quantité que de par I’importance de leurs
propriétés biologiques, activité anti-inflammatoire, activité antimicrobienne, activité

antioxydante , notamment I’activité hypo-glycémiante (Daya, 2014).

Dans ce contexte, cette thématique a pour objectifs d’étudier la variation de la
composition chimique et de quelques activités biologiques des polyphénols présents dans les

feuilles de I’olivier spontané selon la région, 1’altitude et la période d’échantillonnage.

Dans un premier temps le travail sera principalement axé sur une recherche
bibliographique sur la description de 1’olivier, la composition chimique et les travaux réalisés

sur les activités biologiques de ses extraits.

En deuxiéme partie, la présentation du matériel et les méthodes de travail utilisés dans

I’extraction des polyphénols totaux et I’évaluation des activités biologique.

En fin et en troisiéme partie, nous présentons les résultats obtenus suivis de discussions

et une conclusion.



CHAPITRE | Etude de la plante

1. Historique, répartition et classification
1.1. Historique

L’arbre est cultivé depuis le IV° millénaire avant JC en Afrique du Nord, Phénicie et Syrie.
Il se diffuse ensuite dans d’autres territoires de méditerranée orientale (Palestine, Egypte,
Chypre) (BROTHWELL, 1969), grace aux échanges commerciaux des Phéniciens. Les Grecs
participent aussi a 1’extension de 1aire oléicole avec leurs colonies d’Emilie et de Provence.
L’olivier se répand donc au gré des grandes vagues civilisatrices. Les Romains permettent
ensuite une grande extension des oliveraies et un essor des échanges d’huile d’olive apparait
une 1% spécialisation oléicole dans certaines provinces comme la Bétique (Andalousie) ou
1I’Apulie (Pouilles) (MAHBOULL , 1974).

1.2. Aire de répartition

Figure 01 : Carte oléicole mondiale (COlI, 2013)

L'olivier est I’un des rares arbres qui occupent une place importante dans I'arboriculture
fruitiere méditerranéenne. Actuellement, il est considéré comme un élément majeur de
I'économie agricole dans certains pays de cette région et surtout dans notre pays. Ses vertus
nutritives et curatives ne sont pas a démontrer vu que son huile est utilisée en consommation

directe, et aussi dans les domaines de la médecine et de la cosmétologie.
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Dans le monde, I'olivier est considéré comme une espéece caractéristique de la région
méditerranéenne car I’implantation des oliveraies en Europe méditerranéenne est limitée au
Nord au 45éme degré de latitude, limite imposée par les froids hivernaux et les fréquentes
gelées printaniéres , ¢’est-a-dire qu’il ne dépasse pas le cap du Sud de la France , de la
Yougoslavie , ainsi que certaines superficies des territoires de la Grece , Portugal , et autres
pays de la rive Nord de la méditerranée (LOUSSERT, et BROUSSE , 1978).

Dans la rive Sud de la méditerranée en Afrique du Nord, I'olivier n'est pratiquement plus
cultivé au-dela du 30eme degré de latitude, limite imposée par les rigueurs du climat
présaharien vers le Sud (LOUSSERT, et BROUSSE, 1978).

Globalement, 1’aire de répartition de 1'olivier forme une bande étroite et relativement
réguliére le long des rivages Nord et Est de la Méditerranée, qui s'y interrompe au niveau de
I'Egypte; couvre la région septentrionale de la Tunisie et de L'Algérie, s'étale enfin, largement
au Maroc et dans la péninsule Ibérique en débordant sur une partie de leur facade atlantique,
atteignant I'Archipel des lles Canaries (LOUSSERT, et BROUSSE, 1978).

En Algérie, I’oliveraie se répartit sur trois zones oléicoles importantes : la zone de la
région Ouest, représentant 31 400 hectares répartis entre 5 wilayas: Tlemcen, Ain
Timouchent, Mascara, Sidi Belabes et Relizan. Cette zone représente 16,40 %du verger
oléicole national (CHAUX, 2010).

La zone de la région centrale du pays, de loin la plus importante, couvre une superficie
de 110200 hectares répartis entre les wilayas d’Ain Defla, Blida, Boumerd¢s, Tizi Ouzou,

Bouira et Bejaia : cette zone représente 57,5 %du verger oléicole national.(Choux, 2010).

La région du centre, Kabylie (Bouira, Bejaia et Tizi-Ouzou) détient a elle seule pres de
44° la superficie oléicole nationale, il s'agit surtout des vergers extensifs situés sur des sols &
p g g

forte déclivité, ce qui constitue une contrainte a tout recours a l'intensification.(Sekour, 2012)

La zone de la région Est, est représentée par des oliveraies de 49900 hectares,
représentant 26,1 %du patrimoine national, et répartis entre les wilayas de Jijel - Skikda —
Mila et Guelma.(sekour, 2012)
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Méme avec ces superficies assez importantes et malgré I'importance du patrimoine
oléicole, qui constitue 40 % du verger arboricole national, et qui occupe 2,5e la S.A.U du
pays, cette culture ne participe pas suffisamment aux besoins de la consommation nationale
en huile, car elle ne représente que 4 % des besoins en huile d’olive, de ce fait le recours aux

importations massives d'huile a graines est important.(sekour, 2012)

1.3. Classification botanique de I’olivier

Comme le troene, le lilas et le fréne, lI'olivier appartient a la famille des Oléacées qui
compte parmi elle une vingtaine de genres différents. L'olivier est du genre Olea qui
comprend une huitaine d'especes dont I'Olea Europaea qui nous intéresse principalement.

Celle-ci se divise en deux sous-especes :

Olea Europaea Sylvestris ou Oléastre, c'est-a-dire I'olivier sauvage, et Olea Europaea
Sativa ou l'olivier cultivé.(Zghidi hbaib, 2013)

2. Aspect morphologique

Figure 2 : Olivier.(Zghidi hbaib, 2013)

L’olivier est trés rameux, au tronc noueux, au bois dur et dense, a I'écorce brune

crevassée, il peut atteindre quinze a vingt métres de hauteur, et vivre plusieurs siecles.

Cependant, sous l'action d'animaux de pature, ou dans des zones extrémement ventées,
ou exposées aux embruns, il conserve une forme buissonnante, de défense, et maintient la

forme d'une boule compacte et impénétrable, lui donnant I'aspect d'un buisson épineux. Dans
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la plupart des modes de culture, les oliviers sont maintenus a une hauteur de trois a sept

meétres afin de faciliter leur entretien et la récolte des fruits. ( Zghidi hbaib, 2013)
2.1. Feuilles

Les feuilles sont opposées, ovales allongées, portées par un court pétiole, coriaces,
entiéres, enroulées sur les bords, d'un vert foncé luisant sur la face supérieure, et d'un vert
clair argenté avec une nervure médiane saillante sur la face inférieure. Le feuillage est
persistant, donc toujours vert, mais cela ne veut pas dire que ses feuilles sont immortelles.
Elles vivent en moyenne trois ans puis jaunissent et tombent, principalement en été. En cas de
sécheresse, les feuilles sont capables de perdre jusqu'a 60 % de leur eau, de réduire fortement
la photosynthese et de fermer les stomates permettant les échanges gazeux pour réduire les
pertes en eau par évapotranspiration, permettant ainsi la survie de I'arbre au détriment de la
production fructi-florale. C'est grace a sa feuille que I'olivier peut survivre en milieu aride.
Quand il pleut, les cellules foliaires s'allongent pour emmagasiner I'eau. Et, en cas de
sécheresse, les feuilles se rétractent et bloquent I'activité de photosynthése au détriment des
fruits. .(Zghidi hbaib, 2013)

Figure 3: Feuilles d’Olivier.(Dr liagre, 2010)
2.2. Fleurs

Les fleurs sont blanches avec un calice, deux étamines, une corolle a quatre pétales
ovales, et un ovaire de forme arrondie qui porte un style assez épais et terminé par un

6
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stigmate. Cet ovaire contient deux ovules. Les fleurs sont regroupées en petites grappes de dix
a vingt, poussant a l'aisselle des feuilles au debut du printemps sur les rameaux ages de deux
ans. La plupart des oliviers sont auto-fertiles, c'est-a-dire que leur propre pollen peut féconder
leurs propres ovaires.

La fécondation se fait principalement par I'action du vent et la période de fertilité ne
dure qu'une petite semaine par année. S'il ne pleut pas trop durant cette période, 5 a 10 % des

fleurs produiront des fruits pour une bonne production.

Figure 4 : Fleurs d’Olivier. (Herault, 2011)

2.3. Fruits

Le fruit, l'clive est une drupe, dont la peau (épicarpe) est recouverte d'une matiere
cireuse imperméable a I'eau (la pruine), avec une pulpe (mésocarpe) charnue riche en matiere
grasse stockée durant la lipogenese, de la fin aolt jusqu'a la véraison. D'abord vert, il devient
noir a maturité compléte. Le noyau trés dur, osseux, est formé d'une enveloppe (endocarpe)
qui se sclérifie I'éte a partir de la fin juillet, et contient une amande avec deux ovaires, dont
I'un est généralement stérile et non-fonctionnel: cette graine (rarement deux) produit un
embryon, qui donnera un nouvel olivier si les conditions sont favorables. .( Zghidi
hbaib,2013)
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Le Fruit : I'Olive

éplcarpe

ovaire stérile
mésocarpe noyau
plantule —— pulpe

albumen

endocar
g ovaire fertile

coupe longitudinale coupe tranversale

Figure 5 : Fruit d’Olivier.(Zghidi hbaib,2013)

2.4 Racines :

Lors de la germination du noyau, le jeune plant développe une racine pivotante. Puis en
croissant, l'olivier développe un systéme racinaire essentiellement peu profond 60 a 100 cm a
développement latéral, dont les racines principales débordent peu 1I’aplomb du feuillage, alors
que les racines secondaires et les radicelles peuvent explorer une surface de sol considérable.
Le chevelu racinaire se limite en général au premier metre de sol et est particuliérement
développé dans les zones plus humides. Au-dela du premier metre poussent des racines
permettant I'alimentation de I'arbre en cas de sécheresse. Seules les radicelles émises au cours
de I'année permettent I'absorption de I'eau. Les racines de I'olivier sont capables d'extraire de
I'eau en exercant une importante force de succion de I'ordre de - 25bars sur le sol, contre - 15
bars en général pour les autres espéces fruitieres, lui permettant de prospérer la ou d'autres se
flétriraient. Pour limiter la concurrence hydrique entre les oliviers, I'espacement entre les
arbres doit tenir compte des ressources en eau : la plantation sera plus rapprochée dans les
oliveraies irriguées et plus espacee dans les vergers en culture pluviale soumis a la
sécheresse.( Zghidi hbaib,2013)
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3. Sous-especes

L'olivier méditerranéen, olea europaea L. subsp. Europaea (Bassin Méditerranéen), est encore
subdivisé en deux variétés, subsp. europaea var. europaea pour l'olivier domestique, et subsp.
europaea var. sylvestris (Mill.) Lehr pour I'oléastre, ou olivier sauvage. Cette subdivision est
cependant discutable, divers travaux ont pu montrer I'absence de frontiere entre les
populations sauvages et les formes cultivées, aussi bien sur le plan génotypique
quephénotypique (Zeghidi Hbaib, 2013).

Cependant, des travaux récents, publiés fin 2012, ont abouti a mettre en évidence,

clairement, la différence entre I'Oléastre et I'Olivier cultivé (Zeghidi Hbaib, 2013).

Les travaux ont porté sur I'analyse anatomique fine comparée de charbons de bois
archéologiques et de bois d'olivier cultivé carbonisés. La filiation de I'Olivier cultivé
(Oleaeuropaea europaea europaea) est claire : il descend de I'Oléastre (Olea europaea

europaea silvestris).



4. Cycle végétatif

Phases Végé
tatives
Repos végéta
tif
Introduction
florale
Reprise de la
végétation

Apparition
de boutons
floraux
Floraison

Fructificatio
n

Développem
ent de fruits

Durcissemen
t du noyau

Croissance
des fruits
Début de
maturation

Maturation
compléte
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Tableau I : Cycle végétative de I’olivier.

Début

décembre-
janvier
février

Fin
février

mi-mars

de début mai a
mi-juin

fin mai-juin
seconde moitié
de juin

juillet

ao(it

de mi-
octobre a
décembre

de fin octobre
a décembre

durée

]__
3 mois

20-
25 jou
rs
18-
23 jou
rs

7
jours

3_
4semai
nes

7-

25 jou
rs

1,5-

2 mois

manifestations

Activité germinative arrétée ou ralentie

Les fruits se développeront sur le bois poussé
I'année précédente (> taille)

Emission d'une nouvelle végétation de coule
ur claire

Inflorescences de couleur verte,
blanchatres a maturité

Fleurs ouvertes et bien apparentes, pollinisation et
fécondation

Chute des pétales, hécatombe précoce des fleurs et
des fruits

Fruits petits mais bien apparents

Fin de la formation des fruits devenant résistants
a la coupe et a la section

Augmentation considérable de la taille des fruits et
apparition deslenticelles

Au moins la moitié de la surface du fruit vire du
vert au rouge violacé

Fruits avec une coloration uniforme violette a noire

L'olivier ne produit naturellement qu'une année sur deux en I'absence de taille, et la

production s'installe lentement, progressivement, mais durablement : entre 1 et 7 ans, c'est la

période d'installation improductive, dont la durée peut doubler en cas de sécheresse; jusqu'a

35 ans, l'arbre se développe et connait une augmentation progressive de la production; entre

35 ans et 150 ans, l'olivier atteint sa pleine maturité et sa production optimale. Au-dela de 150

ans, il vieillit et ses rendements deviennent aléatoires.(Zeghidi Hbaib, 2013)

10



CHAPITRE | Etude de la plante

5. Exigences pédoclimatiques de I’olivier
5.1. Leclimat :

Bien que I’olivier fiit introduit dans les quatre coins du monde, sa culture et ses
exigences sont associées a la zone méditerranéenne, cette derniére est caractérisée par un

hiver doux et humide et un été sec et chaud.

Comme I’olivier ne peut pas résister a des températures inférieures a -15°c, cette
isotherme délimite sa zone de culture en latitude (entre 22 et 45° dans 1’hémisphére nord et de

I’équateur au 37eme paralléle dans 1’hémisphére sud).(Zeghidi Hbaib, 2013)
5.2. Les températures :

L’olivier est un arbre des pays a climat méditerranéen ou les températures varient entre
16 et 22°C (moyenne annuelle des températures). Il aime la lumiére et la chaleur, supporte
trés bien les fortes températures, méme en atmosphere séche, et ne craint pas les insolations.
De méme il craint le froid, les températures négatives peuvent étre dangereuses
particulierement si elles se produisent au moment de la floraison (Hannachi, 2007). Il est aussi
apte a bien supporter les températures élevées de 1’été si son alimentation hydrique est

satisfaisante (enracinement profond nécessaires en climat présaharien).
5.3. La pluviométrie :

Pour une croissance et un développement favorable de 1’olivier, la pluviométrie se situe
entre 450 et 600 mm bien répartie dans le temps. Cependant, la période chaude et seche de
I’été caractérisant le climat méditerranéen coincide avec la sclérification du noyau exigeant
des besoins élevés en eau, ce qui nécessite un apport externe par irrigation pour faire

augmenter la quantité et améliorer la qualité de production. (Baldy, 1990).
5.4. L’hygrométrie :

Les fortes humidités de 1’air peuvent étre néfastes pour la croissance de I’arbre. Aussi,
elles favorisent les maladies cryptogamiques comme elles genent la pollinisation anémophile ;
c’est pour cette raison que cette culture est a éviter a proximité immédiate de la mer (au moins
10 km). Par contre, la variét¢ Hamra est assez tolérante a I’excés d’humidité. :(Hannachi.

2007)

11
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On note que les fortes hygrométries, la gréle et les gelés printaniéres sont autant des

facteurs défavorables a la floraison ainsi qu’a la fructification.
5.5. La lumiere :

Avec une bonne exposition au soleil, I’olivier donne des meilleurs rendements. Par
ailleurs, les coteaux bien exposes au soleil (versant sud) présentent un meilleur

développement.

La lumiére est un facteur déterminant au cours de la floraison. Selon (Daoudi, 1994),

I’évolution florale est inhibée sur les arbres qui ne regoivent pas assez de lumicre.
5.6. Levent:

La pollinisation chez I’olivier est essentiellement anémophile. De ce fait, le vent joue un

réle primordial dans la production.

Malgré son importance, 1’olivier craint les vents chauds qui peuvent causer des briilures
sur les arbres et le desséchement des stigmates au moment de la floraison ce qui engendrerait

la destruction de la récolte.
5.7. Le Sol :

L’olivier connu pour sa plasticité, est cultivé dans toutes sortes de types de sol, le plus
souvent dans des terrains pauvres la ou les autres cultures n’auraient pas pu étre envisagées.
Néanmoins, il préfere les sols légers a texture sableuse permettant le développement en
profondeur et en largeur des racines. Selon Lousert et Brousse, (1978) , la profondeur du sol
nécessaire a I’arbre doit étre au minimum 1 a 1,5 m; C’est la structure et la texture du sol qui
détermine la perméabilité, la capacité de rétention ainsi que la dynamique de 1’eau dans le sol

et son aération.

Selon une étude réalisée par (Amrouche et al, 1999) les principales caractéristiques d’un

bon sol pour I’olivier sont :

Argile (%) : 15 - 30 Profondeur : 80 cm
Limon (%) : 10 - 25 Perméabilité : Moyenne
Sable fin (%) : 10 - 25 Hygrométrie : Nulle

Sable grossier (%) :20-30PH:7-8
12
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6. Olivier sauvage : (Olea europea var. sylvestris)

6-1 .Généralités

Les produits végétaux sauvages récoltés ont généralement une valeur soit de
consommation, de subsistance ou commerciale. Parmi eux, on retrouve les arbres d’oliviers
sauvages, connus sous le nom oléastres (Olea europaea subsp europaea v ar sylvestris)
(Campbell et Luckert., 2002). Les populations d'oliviers sauvages sont distribuées dans
différents environnements, avec des altitudes différentes et des sols qui peuvent étre une
source trés importante de sa résistance aux stress abiotiques tels que la sécheresse, le sel, le
vent et la baisse de température (Aranda., 2011). Pour les botanistes, I'olivier normal est
appelé Olea europaea subsp europaea var europaea, alors que 1’oléastre est de variété
sylvestris. L'olivier est cultivé tandis que I’oléastre est sauvage. L'olivier peut s'échapper des

cultures et revenir a un état apparemment sauvage.

Depuis I'antiquité, l'olivier a faconné le paysage méditerranéen (Doveri et Baldoni., 2007).
Il est connu chez les phéniciens depuis la haute antiquité ; il est désigné par le mot zeitoun, ce
mot est couramment employé dans le vocabulaire Amazigh (Boudribila., 2004).Cependant,
I’olivier sauvage est désigné par le mot zebbouj, berb (Jacques-Meunié., 1982). Cette
appellation est celle utilisée dans notre langage. L’olivier cultivé (O. europaea L. var. Sativa)
a été dérivé de la domestication de 1'olivier sauvage ou 1’oléastre (O. europaea L. subsp.

sylvestris), car ils sont semblables a la forme sauvage (Zohary, 1973).

L’olivier sauvage africain Olea europaea ssp. Cuspidata est un arbre precieux de la
forét afro-montagnarde sec, capable de se régénérer naturellement (Aerts, 2006). Les formes
sauvages de l'olivier (oléastres), sont toujours membres du maquis naturel (Green., 2002).
L’utilisation de la population d’oliviers sauvages peut étre également une autre alternative

pour la reproduction d'olive (Guerin, 2003).
6-2.Classification :

Taxonomie de I’olivier selon Cronquist (1981) :

L'olivier appartient a la famille des oléacées. Le genre est appelé "Olea" et comporte 30

especes differentes réparties sur la surface du globe. L'espece cultivée en Méditerranée est

13
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"Olea europaea", dans laquelle on trouve I'oléastre ou I’olivier sauvage, et 1'olivier cultivé. La

classification botanique de 1’arbre de 1’olivier selon (Ghedira., 2008)est la suivante :
Embranchement : Magnoliophyta
Sous embranchement : Magnoliophytina
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Asteridae
Ordre : Scrophulariales
Famille : Oleaceae
Genre: Olea L.
Especes: Olea europea L.

Sous-espéces : Olea europaea L. ssp.Oleaster Hoffm.et Link (= O. europea ssp. L.

Sylvestris Miller).
Olea europaea L. ssp. Oleaster Hoffm.et Link (=O. europaea L. ssp. sylvestris Miller).
6-2-1.Noms vernaculaires :
L oléastre (olivier sauvage):

_ Azzemmour, désigné sous cette appellation dans le haut Atlas au Maroc (Boudribila et al,
2004).

_ Ar. zebbouj, berb. Azemmour (Jacques-Meunié, 1982) ;

_Ar. zenbotidje, berb. Tazebboujt (De Candolle, 1883).

L olivier greffé : ar.zitoun, berb. Tazemmourt (De Candolle, 1883).

6.3.Repartition geographique

L'olivier est originaire des régions tropicales et chaudes, en particulier les zones cétiéres

de la Méditerranée orientale, du Liban, parties maritimes de I'Asie Mineure, et le Nord de

14
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I'Iran jusqu’a I’extrémité sud de la mer Caspienne (FAO/WHO, 2003). L’aire d’extension de

la culture de ’olivier définit 1’aire biogéographique de la sphére méditerranéenne et du climat

méditerranéen (Ghedira, 2008) .

L’olivier pousse en zone semi-aride a climat tempéré, sur des sols bien drainés avec un
pH au-dessous de 8,5, et sont raisonnablement tolérants aux sols Iégérement salins. lls
montrent une rusticité au froid et une tolérance aux températures aussi basses que -12 °C
(Doveri et Baldoni, 2007) .

Figure 6: Les limites de I’olivier spontané et la distribution moderne de la production

d’olive dans la région Méditerranéenne (Zohary, 1995).

15
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6.4.Description botanique :

Figure 7 : Oléastre(terral et arnold-simard, 1996)

L’oléastre différe de 1’olivier cultivé par la présence des pousses courtes et épineuses,
des fruits de petite taille avec moins de mésocarpe, une faible teneur en huile et par un stade

juvénile long (Terral et Arnold-Simard, 1996).

Les populations d'olivier sauvage sont limitées a quelques secteurs isolés des foréts
natales de la Méditerranée, ou le pollen peut étre distribuer par le vent et les oiseaux
(Lumaret. 2004).

6.5. Composition chimique de I’oléastre

L’étude faite par Dabbou. (2011), sur la comparaison de 1’huile d’olive et celle
d’oléastre, montre qu’elles sont étroitement apparentées. La composition en acides gras de ces
deux huiles est qualitativement identique. En outre, 1’oléastre s’avere intéressant parce qu’il
produit une huile de bonne qualité en termes de composés mineurs (phénols et composés

volatils) comparée a I’huile d’olive.
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L’huile d'olive vierge est majoritairement constituée de triglycérides (98-99%), avec
une faible proportion d'autres composes. Les acides gras dominants des triglycérides sont les
acides gras mono insaturés (AGMI) dont I’acide oléique (C 18:1), I’acide palmitique (C 16:0),
I’acide stéarique(C 18:0), et les acides gras polyinsaturés (AGPI) dont 1’acide linoléique
(C18:2) et I’acide linolénique (C 18:3) (Salas 2000).

Les composes mineurs (alcools, composés polyphénoliques, la chlorophylle,
caroténoides, stérols, tocophérols et les flavonoides) contribuent a la qualité organoleptique,
le godit, la saveur et a la valeur nutritive, ce qui peut distinguer les huiles d'olive provenant de
différentes régions de production (Doveri et Baldoni, 2007). Des études récentes ont montré
que les olives contiennent des antioxydants en abondance (jusqu'a 16 g / kg), représentée par
actéosides, hydroxytyrosol, tyrosol et les acides phénilpropioniques ainsi que d'autres
composés réputés d’étre des agents anticancéreux (par exemple le squaléne et des

terpénoides) (Owen, 2004).

6.6 .Principaux constituants des feuilles d’olivier :

Parties utilisees | Fraction ou famille Constituants chimiques
chimique
Triterpénes Acide oléanolique, acide masliniqu

e,acide hydroxy- oléanolique
. Lutéoline, kaempférol, myricétine,
Flafonoides quercétine, apigénine
.Rutoside, quercitrine et des
glucosides de I’apigénineet de la lutéoline
Feuilles . Oleuropéoside, 11-déméthyl-
Sécoiridoides oleuropéoside, oléoside,diméthylester
oléoside, ligustroside, oleuroside et
desaldéhydes séco-iridoidiques non
hétérosidiques (oléacéine)
Acide caféique, acide
Acides phenols cafe”oylquinique(ac. chloroge nique),
acide p-coumarique, verbascoside

Tableau Il : principaux constituants des feuilles d’olivier .
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7.Usage thérapeutique de ’olivier
7.1. Médicamnt a base de feuilles d’olivier

Les feuilles d’olivier peuvent s’utiliser en tisane (infusion) : utiliser environ 7 gr de feuilles

d’olivier pour une Tass... (Annexe 1).

= En médecine: Les feuilles contiennent du cinchonidine, une quinoléine alcaloide
aux propriétés antipaludiques. Les feuilles, I'écorce et les fruits contiennent aussi
I'oleuropéine, possédant des activités antioxydantes, hypotensive,
hypoglycémiante, hypocholestérolémiante et antiseptique (Ghedira, 2008).
-L'olivier sauvage (ou I’olivier de I'Ethiopie) : a des feuilles d'une nature astringente
quipilonnées en petits morceaux et ainsi appliquées sont capables de limiter 1’érysipéle
(Infections cutanées streptococciques), I’Herpes, escarboucles (tumeurs malignes),
ulcération gangreneuse.
-Le jus et la décoction des feuilles : ont le méme effet. Le jus appliqué arréte 1’éruption
du sang.
L'humidité qui sort du bois brilé vert, de ’olivier : guérit les pellicules, les maladies
parasitaires de la peau et les lichens (maladie papuleuse de la peau) .
-L’huile d’olive sauvage : est astringente mais présente un choix pour une bonne santé.
Elle est commode pour les maux de téte et la chute des cheveux (alopécie). Elle est
utilisée contre les maladies cutanées parasitaires.
-L’huile d’olive sauvage : est utilisee comme rince-bouche pour les gencives, elle calme

les douleurs dentaires (Goodyer, 2000)

7.2. Propriétés pharmacologiques de la feuille d’olivier
7.2.1. Activité antioxydante

Ces derniéres années, 1’intérét porte aux antioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans
diverses spécialités ont été développées pour 1’extraction, 1’identification et la quantification
de ces composés a partir de plusieurs substances naturelles a savoir, les plantes médicinales et

les produits agroalimentaires (Sanchez-Moreno, 2002 ; Maarc., 2004 ; Huang, 2005).
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L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a I’oxydation.
Les antioxydants les plus connus sont le f-caroténe (provitamine A), I’acide ascorbique
(vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques. En effet, la
plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possedent des groupes
hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en
partie, a la capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux
hydroxyles (OHe) et superoxydes (O2¢) (Rice-Evans. 1995; Bartosz , 2003).

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, I’activité antioxydante
par piégeage de radicaux différents, comme la méthode utilisant le radical libre DPPHe

(diphenylpicrylhydrazyle (Sharma, et Bhat ., 2009).

g Radicaux libres #
Radicaux libres #

Cellule anormale

Absence de Polyphénols Présence de Polyphéno“

Figure 8: Schéma explicatif de I’effet protecteur des polyphénols de 1’huile d’olive

contre les radicaux libres (Benlemlih et Ghanam, 2012).

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée des
antioxydants, avec des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas une
méthode universelle par laquelle 1’activité antioxydante peut étre mesurée quantitativement
d’une fagon bien précise. Le plus souvent il faut combiner les réponses de tests différents et

complémentaires pour avoir une indication sur la capacité antioxydante de 1’échantillon a

tester (Tabart .., 2009 ; De Gauleja., 1999 ; Huali 2008).
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7.2.2. Activité anti-inf lammatoire

Visioli et al. (1998) ont montré que I'oleuropéine augmente I'oxyde nitrique (NO) de
production macrophages ont contesté avec lipopolysaccharide par I'induction de la forme
inductible de la synthase de I'oxyde nitrique a une enzyme, ce qui augmente l'activité
fonctionnelle de ceux-ci cellules immunocompétentes. Il est bien connu que 1’oleuropéine
provoque des effets anti-inflammatoires par activité lipoxygénase inhibant et la production de
leucotriénes B4 (De la Puerta .; 1999).

7.2.3. Activité antibactérienne

L’émergence de microorganismes pathogénes multi résistants, due a [’'usage abusif et
inapproprié des antibiotiques, pose actuellement un probléme de santé publique
particulierement préoccupant. En effet, la résistance des bactéries aux antibiotiques rend
quelque fois le traitement thérapeutique inefficace, et met le praticien dans des situations
délicates, surtout lorsque la vie du malade est en cause. La solution de ce probléme s’avére
donc urgente et impose la recherche de nouveaux agents antimicrobiens.

Le recours aux plantes médicinales aux propriétés antimicrobiennes constitue alors une des
plus intéressantes pistes a explorer. C’est dans cette perspective que nous nous sommes
intéressés a 1’étude de 1’activité antimicrobienne des feuilles de 1’olivier sauvage (Olea
europaea sylvastris .), plante réputée pour son usage en médecine traditionnelle et ses vertus
thérapeutiques diversifiées (fébrifuge, anti-infectieuse, hypotensive, hypoglycémiante).
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1. Généralités

Les métabolites secondaires sont des molécules nécessaires a la défense de la plante contre
les agressions extérieures. lls sont produits en tres faible quantité, et présentent une grande
variété structurale (plus de 200 000 structures définies) (Hartmann., 2007). Les produits
naturels sont les principales sources de molécules bioactives (Priva et Aparna., 2012).Parmi
les métabolites secondaires bioactifs présents dans les plantes : -Les composés phénoliques :

tanins, quinones, coumarines, flavonoides -Les composes azotés : alcaloides -Les terpénes.
1.1. Les composés phénoliques

Durant ces dernieres annees, plusieurs chercheurs se sont intéressés aux composants
phénoliques a cause de leur pouvoir a piéger les radicaux libres et les bienfaits potentiels de
leur consommation sur la santé humaine (Manach, 2004). Les composés phénoliques
regroupent un vaste ensemble de plus de 8 000 molécules, divisées en une dizaine de classes
chimiques, qui présentent tous un point en commun : la présence dans leur structure d’au
moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions
hydroxyles OH (Hennebelle, 2004).

Les composeés phénoliques différent dans leur structure selon le nombre et la position
deshydroxylations et méthylations du cycle aromatique (Bourgou, 2008). On les retrouve dans
de nombreux fruits, Iégumes, le café, les prunes, les myrtilles, le raisin et les pommes. Les
composés possédant les activités antioxydantes et antiradicalaires sont 1’acide caféique,

I’acide gallique et I’acide chorogénique (Bossokpi., 2002).

1-1.1.Tanins
Les tanins sont un groupe diversifié de métabolites secondaires des plantes qui ont deux
caractéristiques communes : tous sont des polyphénols et tous ont la capacité de fixer les
protéines. Cependant, I'étude des effets nutritionnels des tanins est complexe parce que les
plantes contiennent une grande diversité de tanins. Certains tanins produisent des effets

toxiques tandis que d'autres bénéficient de la santé et de la nutrition (Harvey., 2006).
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1.1.2. Quinones

Les quinones sont des composés intéressants qui ont des caractéristiques uniques et plusieurs
roles importants. Ils sont largement distribués dans la nature, y compris dans les tissus
animale et végétale. Ils ont un réle important dans la chaine de transport d'électrons pour
maintenir les fonctions biologiques des plantes et des animaux. En plus de ces réles

biologiques, les quinones ont été utilisées dans une grande variété de pratique clinique.
1-1.3. Coumarines

Les coumarines et leurs dérives sont des produits naturels qui sont largement utilisés
pour des fins pharmaceutiques, agricoles et cosmétiques (Moussaoui et Bensalem., 2007) . lls
ont des activités anti-thrombotiques, anti-inflammatoires et vasodilatatrices (Cowan.,
1999).11s ont la capacité de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes, et peroxydes. Ils

préviennent également la peroxydation des lipides membranaires (Anderson, 1996).

1.1.4. Flavonoides

Les flavonoides constituent le groupe le plus large des composés polyphénoliques. 1ls sont
classés en flavonols, flavones, flavanones, chalcones, flavanes, isoflavones, flavanols et
anthocyanes. Du fait de leurs propriétés antioxydantes, liées a leur structure polyphénolique,
les flavonoides ingérés avec nos aliments sont réputés pour protéger I’organisme contre les

effets délétéres des apports environnementaux oxydants (Stoclet, 2011).

1.2. Les composés azotés

1.2.1.Alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques d’origine végétale, azotées et a caractére
alcalin. Bien que beaucoup d’entre eux soient toxiques (comme la strychnine ou I’aconitine),
ils représentent les principes actifs de nombreuses plantes médicinales. Ils ont joué un réle
important dans la découverte des médicaments (morphines, quinine cocaine, atropine...) et
dans le développement de I’industrie pharmaceutique (Omulokoli, 1997). L’étude de leur
mécanisme d’action a conduit a les employer comme réactifs biologiques en neurochimie et

en chimiothérapie. Ils sont dotés aussi d’un pouvoir antioxydant (Roué., 2011).
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2 .Activité biologiques des polyphénols

Les composes phénoliques sont connus par leurs réles physiologiques tres important
aussi bien dans le régne végétal qu’animal. En raison de leur structure, les composés
phenoliques sont capables de se fixer sur certaines enzymes et protéines, et de modifier ainsi
les équilibres enzymatiques : ils joueraient un réle dans les chaines d’oxydo-réduction et

modifieraient certaines réactions concernant la croissance, la respiration et la morphogenese.

Dans le régne végétal, ces substances sont souvent impliquées dans les mécanismes de
défenses élaborés par les végétaux contre la prédation par des insectes, des herbivores et
contre les infections et les agressions microbiennes multiples (Lo Scalzo, 1994 ; Uccella,
2001). Outre, les composés phénoligues seraient associés a de nombreux processus
physiologiques : croissance cellulaire, différenciation, dormance des bourgeons, floraison,
tubérisation... (Ozkaya et Celik, 1999 ; Malik et Bradford, 2006). Les composés phénoliques
sont aussi responsable des propriétés sensoriels des plantes tel que la couleur, le goQt et

parfois 1’odeur.

En phytothérapie, 1’effet de nombreuses plantes médicinales est attribué en tout ou partie
aux composés phénoliques dans ces plantes. Ces substances possédent des activités
biologiques qui les rendent bénéfiques a la santé humaine (Fig 9). Beaucoup d’études
indiquent que les polyphénols pourraient diminuer le risque de survenue d’un certain nombre
de pathologies, en particulier celles liées au vieillissement et aux lésions oxydatives (cancers,

maladies cardiovasculaires ou neurodégénératives) (Leong et Shui, 2002).
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Action sur les cellules du
systéme immunitaire Anti-tumoraux
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Figure 9 : Effets biologiques des polyphénols (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

Les activités biologiques relatives a ce type de composés sont relativement diversifiées.
Chague classe chimique de polyphénols semble étre utilisée pour ses vertus spécifiques
(Martin et Andriantsitohaina, 2002). Les composés phénoliques sont principalement reconnus
pour leur activité antimicrobienne et antioxydante, cette derniére est d'un intérét général avec
les récentes découvertes sur la prévention des cancers (Karakaya, 2004). Certains d'entre eux,
tel que les coumarines, possédent des propriétés antiinflammatoires (Fylaktakidou, 2004).
Dautres, tel que les lignanes, possédent des propriétés cytostatiques (Habtemariam, 2003).
Les flavonoides, une vaste famille de composeés phénoliques, protegent les tissus végétaux
contre les rayons UV. La principale activité leur étant attribuée est une propriété «
Vitaminique P » : ils diminuent la perméabilité des capillaires sanguins et les rendent plus
résistants. Certains possédent également des propriétés anti-inflammatoires, anti-allergiques,
hépatoprotecteurs, antispasmodiques, hypocholestérolémiants, diurétiques, antibactériens,
antiviraux et parfois cytostatiques. Ils agissent aussi parfois comme piégeurs de radicaux

libres et comme inhibiteurs enzymatiques.

Les composeés des autres familles de ce groupe (anthocyanosides, tannins et
polyacétates) présentent fréquemment des propriétés thérapeutiques similaires a celles des

flavonoides et des composés phénoliques en général (Bruneton, 1993).

24



Chapitre 111 Matériel et Méthodes

1. Présentation du site d’étude (origine de la plante)

Les feuilles d’olivier spontané récoltées pour notre étude proviennent de deux régions

différentes appartenant a la wilaya de Blida, située dans le Tell central.

Cette région est caractérisée par une pluviométrie généralement plus importante dans les
montagnes que dans la plaine. Les précipitations sont amples aux mois de décembre, de

janvier et de février.

Le premier site choisi pour 1’échantillonnage est située a Soumaa au pied de 1’atlas
blidéen (R1), Située a 153 metres d'altitude et le 2eme (R2) au Sommet de 1’atlas blidéen
«Chrea »(1ere statation ‘Beni Ali’), située a une altitude de 700m .(Fig. 10).

Soumaa
i

Figure 10 : Situation geographique des sites d’échantillonnage.
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2. Matériel
2.1 Matériel biologique
2.1.1. Matériel végétal
La récolte des feuilles était effectuée a 10h du matin, juste apres évaporation de la rosée.
Ces éechantillons sont mis dans des sacs en plastique étiquetés et rameneés au laboratoire pour
subir différents techniques et traitements.
2.1.2. Matériel microbiologique

Afin d’évaluer DI’activité antimicrobienne des extraits polyphénoliques des feuilles

obtenus, 4 souches cité dans le tableau ci-dessous sont utilisées:

Tableau 111 : Présentation des microorganismes étudiés
Microorganismes testés | Gram Références
Gram - | Escherichae coli 25923
Gram - | Pseudomonas aeruginosa 27853
Bacteries Gram + | Staphylococcus aureus 25923
Levure Candidas albicans
Isolé d’un patient

2.2. Materiel non biologique
Le matériel non biologique utilisé renferme I’appareillage, la verrerie et les produits

chimiques sont présentés en (annexe 3).

3. Méthodes de travail
3.1. Lieu de travail expérimental
Les extractions des polyphénols sont effectuées au sein du laboratoire de recherche de
biotechnologie des plantes aromatiques et médicinales du département de biotéchnologie,
Faculté des sciences de la nature et de la vie, Université Blida 1.
L’évaluation de I’activité antioxydant et de 1’activité anti-inflammatoire des extraits
polyphénoliques sont réalisés au niveau du laboratoire de I’institut pasteur d’Alger, et le
centre de recherche et de développement (CRD) SAIDAL d’el Harrach, Alger.
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Tandis que 1’évaluation de I’activité anti microbienne est faite au laboratoire central du CHU

de Blida « Franz fanon ».

3.2. Préparation de la poudre végétale

Les échantillons de feuilles d’olivier spontané sont séchés au laboratoire, a 1’abri de la
lumiere et de I’humidité a température ambiante. Cette mati¢re végétale séche a été réduite en
poudre a I’aide d’un broyeur ¢électrique a hélice de type « moulin a café électrique», la poudre
obtenue est tamisée pour homogénéisation et pour augmenter la surface d’échange entre le
solide et le solvant d’extraction afin de faciliter 1’extraction des molécules de I’intérieur des
tissus cellulaires végétaux, ensuite conservée dans des flacons en verre fumé afin de protéger

les molécules de se dégrader par la lumiére.

3.3. Méthode d’extraction et dosage des polyphénols PP

3.3.1. Extraction
Au laboratoire, 30g de poudre de feuilles d’olivier sont mesurés et mélangés dans un
erlenmeyer avec 200ml de méthanol, laissé macérer pendant 15jours avec une agitation
temporaire, Suivi de filtrations (la lere sur mousseline, la 2Eme et la 3eme sur papier filtre)
afin de récupérer le solvant renfermant les polyphénols, qui est par la suite évaporé a I’aide

d’un évaporateur rotatif sous vide a 40C°. (Fig.11).
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30g de la poudre végétale 200ml de méthanols 99,9°

N _/
~,

!

Macération pendant 15jours +agitation

\/

Filtration sur mousseline

'

Deux filtrations sur papier filtre

I

Evaporation sous pression réduite/40°C

'

Récupération avec 10ml du Méthanol

}

Décantation avec du hexane (10ml)

¢

Récupération de la phase aqueuse

!

Evaporation sous pression réduite/40°C

l

Récupération de 1’extrait final de polyphénols dans 10ml de méthanol

Etude phytochimique Activités biologiques

Figure 11: Protocole d’extraction des polyphénols (Boumaza 2009). (Modifier)
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3.1.2. Déetermination du Rendement en polyphenols totaux PPT
Le calculé du rendement des extraits en polyphénols totaux a été déterminé par la
formule décrite par Mahmoud, (2013).

R(%)=(Mext / Macn) 100

Avec : R : le rendement en %
Meyx: - la masse de I’extrait aprés évaporation en mg.

Mgch - la masse séche de 1’échantillon végétal en mg.

3.1.3.Dosages des phénols totaux

La quantification des polyphénols totaux est basée sur la réaction de Folin-Ciocalteu.
Cette méthode est choisie pour les raisons suivantes :

- ¢’est une méthode bien standardisée, elle répond aux critéres de faisabilité et de
reproductibilité;

- la disponibilité du réactif de Folin;

- la grande longueur d'onde (760nm) d'absorption du chromophore permet de
minimiser les interférences avec la matrice d'échantillon qui est souvent coloré
(Huang, 2005).

- Principe

L'ensemble des composés phénoliques est oxydé par le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce
dernier est constitué par un mélange d'acide phosphotungstiqgue (H3PW12040) et d'acide
phosphomolybdique (H3PMo012040) qui est réduit lors de l'oxydation des phénols, en
mélange d'oxydes bleus de tungsténe (W8023) et de molybdéne (M08023) (Ribéreau-Gayon,
1968).

L’absorption est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans les extraits

végétaux (Charpentier et Boizot, 2006).

Ce dosage base sur le couplage du Folin-Ciocalteu avec les composants phénoliques du
matériel vegétal a été effectue par un spectrophotomeétre a UV visible.
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- Préparation de la gamme d’étalonnage de I’acide gallique
Un polyphénol témoins : I’acide Gallique pour la réalisation de la gamme d’étalonnage

en milieu aqueux.

A partir d'une solution meére aqueuse préparée de l'acide gallique de concentration
massique 0.5 g/1, des solutions filles sont ainsi préparées de concentration allant de 0.05 g¢/1,
0,1g/1, 0,15 g/1, 0,2g/l, 0,25¢g/l, jusqu'a 0.5g/1 .

On dilue 0.5ml de chacune de ces solutions dans 5ml d'eau distillé.
Puis on ajoute 0.5ml de Réactif de Folin et on laisse reposer 3mn.

On ajoute ensuite 0.5ml de la solution saturée de Na,CO3 a 10%.

La lecture de [l'absorbance de chaque solution est effectuée a I'aide d'un
spectrophotometre de Shimadzu 1601 (voir annexe 2) a une longueur d'onde de 750 nm,
contre un blanc sans la solution d'acide gallique ce qui nous permet de tracer la courbe

d'étalonnage (figure : annexe 3) (Singleton.1999).

- Expression des résultats
Les résultats sont exprimés en g équivalent d’acide gallique/g de poudre, en utilisant
I’équation de régression de la courbe d’étalonnage tracée avec de I’acide gallique comme

référence.

4. Activité anti-inflammatoire: (test de Levy) (Culot, 1972)
4.1. Principe

L’injection de la carragéenine sous I’aponévrose plantaire de la patte de la souris
provoque une réaction inflammatoire provoquant un cedéme qui peut étre réduit par un produit

anti-inflammatoire.

4.2.Protocole expérimentale
4.2.1.Préparation de la solution de carragéenine
La carragéenine est préparée a 1% : 1g de carragéenine est dilué dans
100ml d’eau distillée.
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4.2.2. Préparation de la solution du produit de référence (Diclofinac®)
Pour la préparation de cette solution a la dose de 1200mg/60kg (VIDAL, 2008) avec le
médicament Diclofinac : Le poids moyen des souris est de 20g, et chacune d’elles regoit
0.5ml de médicament a raison de 0.4mg/Souris de Diclofinac®, dose du medicament a

administrer pour chaque souris.

4.2.3. Mode opératoire
Pour realiser ce test il faut suivre les étapes suivantes :

- La veille du test 3 lots de 6 souris sont mis a jeun ensuite le jour suivant:

X2 Lot témoin T : qui recoit ’eau distillée (0.5 ml d’eau distillée/souris)
X2 Lot essai E; : qui regoit I’extrait de polyphénolique (0.5 ml d’extrait/souris)
< Lot essai E; : qui recoit le Diclofinac® (0.5 ml du produit de référence

Diclofinac®/souris). (Fig.12).

- Apres 30 mn, on injecte un volume de 0.025 ml de la solution de la carragéenine
sous 1I’aponévrose plantaire de la patte arriére gauche de tous les animaux.

- Apreés 4heures de temps, on scarifie les animaux par rupture de la nuque. (ou dans
notre cas avec du chloroforme) et on coupe les pattes postérieures a hauteur de 1’articulation

et on les pese sur une balance analytique. (Fig.12).

Figure 12 : a- Gavage des souris a I’aide d’une seringue. b- Injection de la solution de la
carragéenine sous 1’aponévrose plantaire de la patte arriere gauche des souris. c- coupure des

pattes postérieures.
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4.2.4. Méthode de calcul du pourcentage de réduction des cedémes
Les moyennes arithmétiques des poids de la patte gauche et de la patte droite sont
calculées pour chaque lot. Le pourcentage d’augmentation des poids de la patte (% cedéme)
est calculé par la formule suivante :
Moyvenne des poids de la patte gauche — moyenne des poids de la patte droite

%d’cedéme = *100
Moyvenne des poids de la patte droite

Le pourcentage de réduction de I’cedéme chez les souris traitées par rapport aux témoins est
calculé par la formule suivante :

% del cedéme témoin - % del’oedéme essai
% de réduction de ’;edéme= =10
%del’cedéme témoin

5.Evaluation de ’activité antioxydante des extraits polyphénoliques

Pour le test anti-radicalaire, nous avons utilisés le 1-1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH).
L’activité de piégeage des radicaux libres par les polyphénols extraits est mesurée selon le
protocole décrit par Benhamou. (1999) et KIM. (2003) . Le DPPH, radical libre de couleur
violette est réduit en un composé de couleur jaune en présence de composeés anti-radicalaires.
L’intensité de la coloration, mesurée au spectrophotometre, est inversement proportionnelle a

I’activité antiradicalaire des composés.

Pour ce test, nous préparons une solution de DPPH a une concentration de 0.04mg/mL.
En paralléle, deux autres solutions chacune a base d’un des deux extraits végétaux sont

préparées a une concentration de Img/mL.

A partir de ces solutions meres, cing dilutions sont préparées a des concentrations de 0,1
mg/mL ; 0,2 mg/mL ; 0,3 mg/mL ; 0,5 mg/mL et 0,7 mg/mL. A 100uL de chaque dilution est
ajoutée 2mL de la solution de DPPH. Nous préparons aussi un tube témoin comportant 100uL
de méthanol et 2mL de DPPH. Les tubes sont ensuite incubés a température ambiante et a
I’abri de la lumiére pendant 30mn. Enfin, un tube standard est préparé avec la vitamine C
(0,15 mg/mL).
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L’absorbance est lue chaque 30 secondes durant 5 min. a 517 nm. L’effet éboueur des
polyphénols est exprimé en pourcentage de DPPH° réduit en partant de 100% du témoin
(DPPH° seul)

5.1. Expression des résultats

L’absorbance de chaque tube est lue a 517 nm30mn, a ’abri de la lumiére. La concentration
d’inhibition des radicaux libres(CI) exprimée en pourcentage est calculée selon la formule

suivante :

CI(%)=(Ag-A1 /Ao) 100

Ag :absorbance du témoin

A; :absorbance pour chaque dilution.

Extraits de polyphénols Solution de DPPH

AN SN AYEa
N N N/ B N

/ /U \J

10ml 20ml 30ml 40ml 50ml

Dilutions

Lecture des DO a 517 nm

Figure 13 : Protocole expérimental de I’activité antioxydante.
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6.Evaluation de I’activité antibactérienne

Le teste de sensibilité bactérienne in vitro a été étudié par la méthode de diffusion en
milieu solide décrites par Athamena.,(2010) ;bouharb; Guedadba; (2014).

6.1. Isolement des colonies (repiquage des souches)
Les bactéries ont été cultivées sur gélose nutritif par la méthode de quadrants afin d’isoler les
colonies, les boites sont incubés a 37°C pendant 24h. La levure a été cultivé sur gélose

sabouraud puis incubés a 37°C pendant 48h.

6.2. Préparation de I’inoculum
Des colonies bien isolées ont été transférées dans des tubes contenant 2,5 ml d’eau
physiologique stérile, afin d’avoir des suspensions ayant une turbidité voisine a celle de 0,5

Mcfarland corréspondante a 10°UFC /ml.

6.3. Préparation des disques
Les disques de papier Wattman n°l de 6mm de diametre, stérilisés auparavant (120°C
pendant 15min), imbibés par solution des polyphénols. Des disques imbibés d’eau et
d’éthanol sont utilisés comme controle négatif, I’ampicilline et la pénicilline-G sont utilisés

comme contrdle positif pour les bactéries.

6.4. Préparation de milieu de culture
Les géloses de muller-hilton et sabouraud fondues sont coulées sur boites de pétrie.

a- Ensemencement bactérienne :
Les boites de petri stérilisés a 45°C, sont ensemencés par les suspensions bacteriennes
(100pl), les disques sont déposer sur la surface de la gélose, les boites ensuite sont incubées.
L’activité antibactérienne a été déterminée a I’aide d’une régle pour mesurer le diametre

de la zone d’inhibition.
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7. Analyse chromatographique par HPLC : (chromatographie en phase liquide a haute

performance)

Les extraits ont été filtrés avant injection au diametre de 0,2um. L’analyse a été
effectuée par un appareil HPLC de type Agilent 1260, munie d’un détecteur a barrette de
diodes (DAD: Diode Array Detectors). La colonne utilisée est une colonne en gel de silice de
type C18 (250mm, 4.6mm, 5um). La phase mobile consiste en deux phases : solvant A: 0.2%
Acide acétique, solvant B: Acétonitrile. Les composés phénoliques ont été élués a un volume
de 5 ul avec un débit de 1ml/min a une température de 22+0.8°C. La durée de 1’¢lution est de
30 minutes avec A : 95% et 5% du solvant B. trois longueur d’ondes ont été choisies : A=
270nm, A= 320nm et A= 370nm.

Des standards ont été injectés dans les mémes conditions expérimentales. Ils permettent

I'identification des pics des composés phénoliques en comparant les temps de rétention.
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1. Résultats
1.1. Détermination du rendement des extraits en polyphénols

Les résultats du rendement des extraits de feuilles de 1’olivier en polyphénols totaux est
présenté dans le tableau ci-dessous :

Tableau IV: Rendement en polyphénols totaux des feuilles de Olea europea var.

oléastre.
Parametre 1%%p-Ry | 2°™p-R, | 1°°p-Ry; | 2°™p-Ry,
Poids de la poudre végeétale(g) ' 30 30 30 30
Rendement (%) 10,43 | 17 14,83 12,4

-1°®p-R, : extrait 1(feuilles d olivier sauvage de la région de somaa 1ree période (novembre a décembre)

- 2°™p-R, : extrait 2(feuille d’olivier sauvage de la région de somaa, 2eme période,(février au mois de mars)

-1%®p-R,, : extrait 3(feuille d olivier sauvage de la région de chrea, 1ere période (novembre a décembre).

- 2°™p-R,, . extrait 4(feuille d olivier sauvage de la région de chrea, 2eme période (février au mois de mars).
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[<5)
€ 10 - M lere p-RI
[«5)
g —
é 5 - B 2eme p-RI

0 : : : . M lere p-Rll
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Figure 14: Présentation du rendement des polyphénols totaux chez I’olivier spontané

selon la région et la période.
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La figure 14 montre une différence qu’on ne peut négliger par a port au rendement des
polyphénols (PP) des feuilles de I’olivier sauvage selon la région et selon la période. Le
meilleur rendement est obtenu par 1’échantillon de feuilles d’olivier sauvage de la région de
Somaa récolté en période (février au mois de mars) (17%), suivi de celui des feuilles d’olivier
sauvage de la région de chrea récolté (en période qui s’étale entre novembre adécembre)
(14,83%). Les rendements les plus faible sont obtenus par les échantillons de feuilles d’olivier
sauvage de la région de chrea en période (février au mois de mars) , et les feuilles d’olivier
sauvage de la région de somaa en période (de novembre a
décembre). (Fig.14).

1.2 .Détermination de la teneur des feuilles en polyphénols totaux (PPT) :

Les résultats du dosage des composés phénoliques totaux, sont exprimés en gramme
d’équivalent d’acide gallique (EAG/Q) de poudre.

1,2

1

0,8

0,6

0,4

Teneur en polyphénols

0,2

0

R1P1 R1P2 R2P1 R2P2

teneur en polyphénols( EAG/g)

Figure 15 : Présentation de la variation des teneurs en polyphénols totaux (PPT) chez
les feuilles d’olivier spontané selon la région et la période. [g EAG/g].
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Selon la figurel5, les teneurs les plus élevées ont était enregistrées chez 1’extrait 3
(région de Chrea, période qui s’étale de novembre adécembre) avec 0,961 EAG/g, suivi par
I’extrait de la région de Soumaa, 2eme période qui s’étale de février a mars) avec (0,48
EAGI/Q) et le la région de Soumaa, premiére péeriode allant de novembre a décembre avec
0,463 EAG/). Cependant, I’extrait de la région de Chrea de la 2eme période (février a mars)a

montré une teneur plus faible de 0,09 EAG/Qg).

1.3. Composition chimique

1.3.1. Analyse chromatographique par HPLC: (chromatographie en phase liquide a
haute performance)

La HPLC a été utilisée pour la séparation et la quantification de différentes molécules
des extraits polyphénoliques.
Les résultats obtenus sont illustré dans le tableau N° :V avec les composés identifiers et les

composés majoritaire non identifier .

Nous remarquons que ’extrait R1P1 (période de novembre adécembre, a souma) des
feuilles d’olivier spontané, contient 32 composé a A = 270nm. A cette longueur d’onde nous
avons identifié de I’acide gallique (area % =2,5225 a 2,595 min), I’acide ascorbique (area%=
2,145 49,797 min). Néanmoins, d’autres composés majoritaires n’ont pas pu étre identifiés

par manque de standards. (Annexe 4)

L’extrait RI1P1 (période de novembre adécembre, a souma) des feuilles d’olivier
spontané, contient 23 compose a A = 320nm dont aucun n’a était identifier (manque de
standards). (Annexe 4)

Les résultats d’analyse I’extrait R1P1 ( période qui s’étale de novembre a décembre,a
souma)des feuilles d’olivier spontané, contient 12 composé a h = 370nm dont aucun n’a était

identifier (manque de standards).(Annexe 4)

Les résultats d’analyse par HPLC montre que I’extrait R1P2 (région de souma, de

février a mars)des feuilles d’olivier spontané, contient 43 composé a £ = 270nm. A cette
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longueur d’onde nous avons identifié de 1’acide gallique (area % =2,317 a 10,365min).nous
avons identifié aussi de LA catéchine (area%= 7,21875 a 0,564 min). Néanmoins d’autres

composés majoritaires qui n’ont pas pu étre identifiés par manque de standards. (Annexe 4)

Les résultats d’analyse montre que I’extrait R1P2 (région de souma, de février a mars)
des feuilles d’olivier spontané, contient 36 composé a la longueur d’onde £ =320nm et qui ne

sont pas identifiés par manque de standards).(Annexe 4)

Les résultats d’analyse montre que I’extrait R1P2 (région de souma, de février a mars)
des feuilles d’olivier spontané, contient 21 composé a A =370nm. A cette longueur d’onde
nous avons identifié du phénol (area %=1,7101 a 2,434 min). Cependant d’autres composés

majoritaires n’ont pas pu étre identifiés par manque de standards. (Annexe 4)

Les résultats d’analyse montre que 1’extrait R2P1(région de chrea,de novembre a
décembre) des feuilles d’olivier spontané, contient 25 composé a £ =270nm, dont aucun n’a

était identifier (mangue de standards). (Annexe 4)

Les résultats d’analyse montre que I’extrait R2P1 (région de chrea, période de
novembre adécembre) des feuilles d’olivier spontané, contient 22 composé a A=320nm. A
cette longueur d’onde nous avons identifié¢ de la Rutine (area%=9,4133 a 11,056 min) du
phénol (area%=1,7074 a 12,018min). Cependant d’autres composés majoritaires n’ont pas pu

étre identifiés par manque de standards. (Annexe 4) ;

Les résultats d’analyse montrent que I’extrait R2P1(région de chrea, période de
novembre & décembre) des feuilles d’olivier spontané, contient 8 composés a £ =370 nm. A
cette longueur d’onde nous avons identifi¢ du phénol (area%=1,6458 a 2,536 min) et d’autres

composés majoritaires qui n’ont pas pu étre identifiés par manque de standards. (Annexe 4).

Les résultats d’analyse montre que I’extrait R2P2 ( région de chrea, periode de février
a mars) des feuilles d’olivier spontané, contient 9 composé a £ =270nm, a £=320 contient 23
composé qui n’ont pas pu étre identifier suite au manque de standards et a £=370nm 16
composants, un seul compose de phénol (area% =1,6245 a 2,535min) est déterminé.(Annexe
4)
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Résultats et Discussion

Tableau V : Principaux composés contenus dans les polyphénols totaux des feuilles

d’olivier spontané de différentes régions.

Polyphénols totaux (PPT)

R1P1 R1P2 R2P1
composé Temp de | %de composé Temp de | teneur | composé | Temp de| %de
rétention | rétention rétention rétention | rétention
min min min
Ac.gallique |2,595 2,522 Phénol 2,434 1,710 |Phénol 2,539 |1,645
Ac.ascorbiqu | 9,797 2,145 Ac.ascorbique | 10,365 |2,317 |Rutine 11,056 |9,513
e 10,069 |15,856 |catéchine 0,564 7,418 |Non 10,067 | 16,054
Non 11,995 |16,804 |Non identifier | 10,060 |10,195]identifier | 11,148 |20,161
identifier 11,137 17,987 |Non identifier [11,141 {12,719 |Non 11,149 |21,818
Non 10,068 |21,807 |Non identifier [10,059 |14,704 |identifier | 10,066 |23,620
identifier 11,747 24,501 |Non identifier | 9,472 18,245| Non 11,758 | 24,575
Non 10,070 [39,362 |Non identifier |11,757 |27,611]identifier | 10,068 |48,486
identifier Non identifier | 10,060 29,889 | Non
Non identifier
identifier Non
Non identifier
identifier Non
Non identifier
identifier
R2P2
Compose Temp de | %de
rétention | rétention
Min
Phénol 2,535 1,624
Non identifier | 2,429 12,226
Non identifier | 2,333 14,125
Non identifier | 2,331 15,310
Non identifier | 2,232 18,192
Non identifier | 0,986 19,009
Non identifier | 2,229 23,556
Non identifier | 2,425 30,240
Non identifier | 0,987 43,001
Non identifier | 18,117 |60,001
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1.4. L’activité anti-oxydante par le Piégeage du radical libre DPPH

Le radical DPPH est généralement 1’un des composés le plus utilisé pour 1’évaluation
rapide et directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radicale et la

simplicité de I’analyse [Bozin, 2008].

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH

et en fonction des concentrations des extraits et illustrés dans les figures ci-dessous .

Les résultats de I’activité antioxydante ont montré que tous les extraits polyphénoliques
des feuilles de I’olivier spontané ont un pouvoir antiradicalaire vis a vis de DPPH avec un
effet meilleur ou proche que celui de ’acide ascorbique (vitamine C). Et ceci quel que soit la

période, la région et I’altitude.

Selon (SA. Van Acker, MN. Tromp, GR. Haenen, 1995), les polyphénols sont des
antioxydants puissants capables d’inhiber la formation des radicaux libres et de s’opposer a
I’oxydation des macromolécules. De plus, ils ont une activité chélatrice des métaux, qui
peuvent produire des radicaux a 1’état libre par les réactions de Fenton et d’Haber-Weiss. Cet
effet est peut étre due a la richesse de I’extrait en composés phénoliques. En effet, le taux des
polyphénols totaux, déterminé précédemment dans ces extraits (10,43%-17%) par gramme
de matiére seche est important. Dans l'extrait de la feuille d’olivier, 1'oleuropéine s'est avéré le
compose phénolique majeur, la rutine, la vanilline et I'acide caféique sont des composés

mineures (Lee., 2009).

En fait, I'oleuropéine, en lui-méme un antioxydant puissant, a conféré a l'extrait
méthanolique un effet antioxydant intéressant et remarquable. Les conclusions de Lee (2009)
sur la particularite de I'effet antioxydant des composés contenus dans les extraits de feuilles
d'olivier, concordent avec ceux de Benavente-Garcia (2000), qui montrent la richesse des
feuilles d'olivier en composés phénoliques a effet synergique élevé, comme les oleurosides
(oleuropéine et verbascoside), les flavones (lutéolinee, diosmétine, apigénin-7-glucose,
lutéolin-7-glucose et diosmétin-7-glucose), les flavonols (rutine), flavan-3-ols (catéchine), et
les substituts des phénols (tyrosol, hydroxytyrosol, vanilline, acide vanillique et
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acide cafféique).Ceci explique nos résultats pertinents dont la confirmation se trouve

dans les résultats d’analyses chimique par HPLC.
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Figure 16 : Pourcentage d’inhibition pour I’échantillon (1-"-p-R)) et la vitamine C.
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Figure 17: Pourcentage d’inhibition pour I’échantillon (25p-R)) et la vitamine C.
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Figure 18: Pourcentage d’inhibition pour 1’échantillon (1**p-Ry;) et la vitamine C.
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Figure 19 : Pourcentage d’inhibition pour 1’échantillon (
Discussion
La différence de résultats marqués par les différents extraits en rendement et en

concentration en polyphénols totaux, est due au facteur région, période d’échantillonnage et

au facteur altitude. D’autre facteurs sont signalé par Fabbri , tel que la nature de sol, le
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climat et période de I’année qui peuvent caractériser la composition chimique d’une plante.
Elle peut étre liée aussi aux conditions opeératoires incluant la nature du solvant (Schultz et
Ambroscheit, 1989. La température d’extraction, les solvants utilisés, la structure de la
matiére solide, 1‘agitation. (Dibert 1989; Leybros et Frémeaux 1990). Le role de 1’agitation se
traduit par le maintien en suspension et ’homogénéisation du milieu, il permet aussi de
réduire la résistance au transfert de solutés au niveau de 1‘interface solide liquide et

d‘augmenter le coefficient de transfert (Dibert 1989; Leybros et Frémeaux 1990).

Les résultats de la teneur sont en concordance avec ceux obtenus par Boudhioua et al
(2008) qui ont étudié I’effet de la variété d’olivier sur les polyphénols extraits de feuilles. Ces
auteurs suggerent que cette variation est due aux changements climatiques et aux facteurs

édaphiques.

La composition chimique des polyphénols est largement influencée par la localisation
géographique et les conditions environnementales. (rotondi., 2014). Les composes
phénoliques sont trés variables, tant sur le plan quantitatif que qualitatif. L’origine
géographique a une forte influence sur le développement de certains phénols (Vinha A.F .
,2005).Un autre facteur tres important est la variété. De nombreuses études ont montré que
certaines variétés d’olives étaient plus riches en composés phénoliques que d’autres (Gomez.,

2008 ; Tura., 2008 ; Tura, 2007 ; Vinha., 2005).

1.5.Activité anti-inflammatoire

Le criblage de I’activité anti-inflammatoire est réalisé par le test de la carragénine. Cet
agent phlogogéne induit au niveau de la patte des souris un cedéme considéré comme un signe
caractéristique de I’inflammation et paramétre important dans 1’évaluation de 1’activité anti-
inflammatoire de plusieurs composés. Cette technique a été sélectionnée en raison de sa

simplicité d’exécution et en raison de sa reproductibilité.
L’évolution de I’cedéme suite a une injection de la carragénine évolue selon le temps et

se divise en deux phases : la premiére phase se situe entre 0 et 30min ; la deuxieme phase est

de 1 a 4h. Des études antérieures ont indiqué que la troisieme heure aprés administration
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de la carragénine présente un effet maximal (KIRKOVA., 1992).

Résultats et Discussion

50 -+
40 A
S 1 l
>
30 -
£ Ny
S |
S 20 -
>
< 4
10 A
0
> ¢ N Q > 0
> ) N Q
5 og\\(\ ) \\0° ,\\\o \\\o %\o
& S & & &
& & @ @ @
((/(_, <</(z (</(J (<,(:
ESSAIS

m % d'oedem
m % de réduction d'oedem

Figure 20 : pourcentage d’cedéme et de réduction d’cedéme pour les lots traité.

Echantillon 1 : R1P1
Echantillon2 : R1P2
Echantillon3 : R2P1
Echantillon 4 : R2P2

D’apres la figure 30, nous remarquons que le lot traité avec de 1’eau

physiologique(témoin)est celui qui présente le pourcentage d’cedeme le plus élevé (30,90%)en

comparaison avec les 5 autres lots, 18,90% pour Diclofinac®, 28,71% pour R1P1 et 26,73%

pour R1P2, 18,51% pour R2P1 et 24,03% pour R2P2.

Egalement, nous résultats montrent que les polyphénols totaux (PPT) de nos extraits

administrait par voie orale marque une réduction significatif de I’cedéme des patte gauches

postérieures avec 42,33% pour R1P1 et 40,09% pour R2P1 respectivement, suivi par 22,23%
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de R2P2 et 13,49% de R1P2.les taux des deux extrais R1P1 et R2P1 se montre plus élevé que
le taux de réduction marqué par le produit de référence (diclofénac®).ce dernier induit une
réduction de 1’cedéme de 38,72%.

Les résultats ont indiqués que nos extraits ont présenté une activité anti-inflammatoire
significativement plus élevée que celle du control positif (Diclofénac®) pour la 1%¢ période
(novembre adécembre) et une activité plus faible pour la 2°™ période (février au mois de
mars). Cette différence de résultats entre extraits peut expliquer que la composition est
largement influencee par la localisation géographique, la date d’échantillonnage et les

conditions environnementales de la plante. (Rotondi., 2014).

La réponse inflammatoire au cours de I'athérogenes comprend I'adhésion des leucocytes,
des monocytes et des lymphocytes a l'endothélium. L’adhésion de ces cellules est facilitée par
les molécules d'adhérence intercellulaire 1 (ICAM-1), les molécule d'adhésion cellulaire
vasculaire-1 (VCAM-1) et le facteur E-sélection (Dell’ Agli., 2006). Carluccio (2003) ont
rapporté que des doses physiologiquement pertinentes de composés phénoliques extraits de
I’huile d’olive extra vierge réduisent l'expression des ICAM-1 et des VCAM-1 sur la surface
des cellules (fig. 21). Un mélange de polyphénols d'olive, y compris I'oleuropéine,
I’hydroxytyrosol et le tyrosol a aussi permis une diminution des taux d’ARNm de VCAM-1,
du facteur E-sélection et I'activité du promoteur du gene codant pour I’'ICAM-1 (Carluccio.,
2003). (Fig.21).

Sang
—_—

Adhésion cellulaire |

Cellules endothéliales activées

Figure 21 : Effet anti-inflammatoire des polyphénols, action sur les molécules

d’adhésion endothéliales
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1.6.Activité antimicrobienne

Les tests in vitro des activités antimicrobiennes d’extrait brut de feuilles d’olivier
spontané vis-a-vis des quatre souches pathogénes ont été évalues qualitativement et
quantitativement par la présence ou 1’absence des zones d’inhibition. Les résultats sont

représentés dans le Tableau ci-dessous :

Tableau VI: diametre des zones d’inhibition (ZI) du développement des différentes

souches bactériennes traitées par les quatre extraits polyphénoliques de feuilles d’oléastre.

Microorganis | Souches Délu Zl/mm Sensibilite
mes testes tion
Levure | Candidas - R1P1 RiP2 | RoP1 | RoP2 | RiP1 | RiP2 | RoP1 | RoPo
albicans _ _ _ _ r r r r
Escherichae | - _ _ _ _ r r r r
Bacterie | coli
Pseudomona | - _ _ _ _ r r r r
S aeruginosa
Staphylococ | - 6,7 _ 6,8 7,4 ~ r ~ =
Ccus aureus

Le diametre des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des diamétres de la zone
d’inhibition : r : résistance
_raucune zone d’inhibition pour 1’extrait pur.

- sensibilité tres faible

u

Les résultats obtenus pour ces composes sont comparables a ceux de I’eau et de
méthanol comme contréle négatif, et un antibiotique « I’ampicilline et la pénicilline-G »

utilise comme un témoin positif qui a marqué une zone d’inhibition de 9,9 mm.

Chebaibi, (2007), signale que les feuilles d'Olea europea L. possédent des composes ayant

des propriétés antimicrobiennes importantes , sur plusieurs especes dont
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Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa. Selon Brahimi.(2013), I’hydrolyse

d’oleuropeine donne une aglycone connu comme agent antimicrobien.

D’autre part, une étude effectué sur I’activité antibactérienne des huiles végétales (huile
de tournesol, huile de mais, huile de coton, huile d’olive), a montré qu’aucune de ces huiles
végetales comestibles étudiées n’avait cette capacité, sauf ’huile d’olive issus de fruits
(Medina 2006). Sudjana. (2009) ont testé un extrait de feuilles d’olivier contre 122 espéces
microbiennes. Ils ont constaté que cet extrait exerce un effet antimicrobien trop restreint, car
parmi I’ensemble des micro-organismes testé, uniquement Campylobacter jejuni,
Helicobacter pylori et Staphylococcus aureus ont exhibé une certaine sensibilité envers cet
extrait. Ce qui est confirmé dans notre étude pour S.aureus marque une faible sensibilité a
trois extraits(le R1P1, R2P1et R2P2) avec une ZI de (6,8 -6 ,8- 7,4). En outre, les activités
antimicrobiennes de ces extraits sont difficiles a corréler a un composé spécifique en raison de
leur complexité et de leur variabilité. Néanmoins, certains chercheurs (Wendakoon CN,
Sakaguchi M (1995)) ont signalé qu’il existe une relation étroite entre la composition
chimique en éléments les plus abondants et ’activité antimicrobienne. Cependant nos
résultats ne nous laissent deux explications significatives, qui sont : soit ces extraits a faible
activité antimicrobiennes pourraient étre dus aux conditions d’incubation ou de contamination
au laboratoire aucour de la manipulation. (Lee OH, Lee BY, 2010), ou, a nos extraits qui ne

renferment pas assez de composés a activité antimicrobienne.

Pour la différence observées entre les différents extraits, pourraient étre dues aux a la
période d’échantillonnage, 1’altitude et la région qui commandent la répartition des différents
composés d’un extrait polyphénolique de feuilles a 1’autre, liées aux changements tout au long
du cycle vegétatif de la plante ainsi que les conditions environnementales qui prévalent dans
les régions mediterranéennes Wendakoon CN, Sakaguchi M. Les facteurs environnementaux
tels que la géographie, la température, la longueur du jour, les éléments nutritifs, etc.
devraient étre examinés pour leur role clé dans la composition chimique des extraits obtenus a

partir des feuilles d’oliviers. Ces facteurs influent sur les voies de

biosynthése de la plante et, par conséquent, la proportion relative des composes principaux
caractéristiques. Cela conduit a I’existence de chémotypes différents qui distinguent les

extraits de différentes origines. (Kim J, Marshall MR, Wei.,1995).
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Conclusion

Cette étude rentre dans le domaine de la valorisation de 1’olivier spontané, qui est
largement utilisé en meédicine traditionnelle en raison de leur richesse en substances
thérapeutiques. Nous nous somme intéressé dans notre travail a étudier la richesse des feuilles
d’olivier en polyphénols totaux, leur composition chimique et 1’activité antioxydante et
antimicrobienne dans deux région différentes (Chéraa, Soumaa), et durant deux période de

I’année (novembre,décembre) et de (février— mars).

A partir des résultats obtenus, nous concluons que les feuilles spontanées de la région de
Soumaa periode allant de février a mars, ont donné un rendement plus élevé (17%) suivit par
les feuilles spontané de la région de Chrea de la période allant de novembre & décembre avec
un rendement de 14,43. Toutefois, les feuilles spontané de la région Chrea de la période
allant de février a mars, marque un rendement plus élevé (12,4%) que celui des feuilles

spontané de la région de soumaa, periode(novembre-décembre).

En matiére de teneur en polyphénols totaux, les feuilles d’olivier spontane de la région
de Chrea de la période (novembre-décembre) ont montré une teneur plus élevée de 0.961
EGA/g, suivi par les résultats des feuilles d’olivier spontané de la région de Soumaa, période
(février— mars) et cela avec 0,48 EAG/g, ensuite les résultats de la région de Soumaa, en
période de novembre-décembre, avec 0,463 EAG/g et la plus faible teneur était marqué chez
les feuilles d’olivier spontané de la région de Chrea, en période de février — mars et avec 0,09
EAG/g.

Pour les activités biologiques, un taux de réduction significatif de I’cedéme des pattes
gauches postérieures de 42,33% obtenu par 1’extrait polyphénolique R1P1(région de souma,
période étalé entre novembre a décembre) et 40,09% pour R2P1(région de chrea, période de
novembre a décembre) respectivement. Les taux des deux extrais R1P1 et R2P1 se montre
plus élevé que le taux de réduction marqué par le produit de référence (diclofinac®) qui est de
38,72% .

Par ailleurs, I’activité antioxydante des extraits polyphénoliques des feuilles de 1’olivier
spontané est importante. Tous les extrait phénolique emblent avoir un effet meilleur que celui
de I’acide ascorbique. En outre, une faible activité antimicrobienne a été noté au cours de

cette étude, avec les extraits des feuilles d’olivier spontané de la région Chrea et Soumaa.
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Conclusion

A la lumiere des résultats obtenus, nous pouvons conclure que les feuilles d’Olea
europea oleaster semblent avoir des effets biologiques pertinents, principalement en activité

anti-inflammatoire et ’activité anti-oxydante.

Comme perspectives, il sera judicieux de poursuivre ce travail par des études
complémentaires d’analyses chimiques et d’autre activité biologiques, pour une évaluation
compléte de cette plante noble. En outre, il sera important, pour asseoir sur des bases
scientifiques, de bien cerner les effets thérapeutiques de d’oléastre vis-a-vis des maladies
diverses, et ce, en déterminant les mécanismes d’action de ses différents composants

polyphénoliques.
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ANNEXE 1

V' Médicaments a base de feuille d’olivier :

Arkoge” lules Olivier®
LaboratoireArkopharma

BOP ®
LaboratoirePPDH(olivier, bouleau)

Gelules (275 mg,
titrant a'6 %en
oleuropeoside)

Comprime enrobe.
Composition (par
comprimé) :

— olivier, extrait
aqueux sec de
feuilles(65 mg),

— bouleau, extrait

aqueux sec de
feuilles(65 mg)

Indications :

médicament avisée diurétique : il est
traditionnellement utilise” pour
faciliter les fonctions d’élimination
rénale d’eau ; pour faciliter les
fonctions d’élimination urinaire et
digestive.

Posologie usuelle :

Médicament réservé a I’adulte : 1
gélule, 3 fois par jour a "prendre au
moment des repas avec un grand
verre d’eau ; la posologie peut étre
portée a'5 gélules par jours si
nécessaire.

Précaution d’emploi :
Ne pas utiliser en cas d’allergie a
I’un de ses constituants.

Interactions médicamenteuses :
pas d’interactions
médicamenteuses recensées.
Indication :

médicament de phytothérapie,
traditionnellement utilise pour
favoriser 1’élimination rénale d’eau.
Posologie usuelle :

Réservé a I’adulte,2 comprimés le
matin, 2 a midi, 2 le soir.

Mises en garde et précautions :

En raison de la présence de
saccharose, ce médicament est
contre-indiqué en cas d’intolérance
au fructose, de syndrome de
malabsorption du glucose et du
galactose ou de déficit en sucrase-
isomaltase. Il est préférable de ne pas
utiliser ce médicament pendant la
grossesse.



Annexe 2

Tableau : I’absorbance des différent extarits :

Absorbance R:P; R:P, R2P1 R2P;
PPT feuilles 0,348 0,348 0,349 0,347
d’olivier
sauvage
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Figure : courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Tableau : les teneur en polyphénols pour les différents extraits.
extraits R1P1 R.P> RoP4 R,P,
Teneur en 0,463 0,48 0,961 0,09

polyphénols




Annexe 4
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Figure: Chromatogramme HPLC & 270nm DE L’échantillon n°1 ( R1P1)
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Figure : Chromatogramme HPLC & 320nm de I’échantillon n°1(R1P1).
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Figure: Chromatogramme HPLC a 370nm de 1’échantillon n°1(R1P1).
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Figure: Chromatogramme HPLC a £=270nm de 1’échantillon n°2(R1P2).
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Figure : Chromatogramme HPLC & 370nm de I’échantillon n°2(R1P2).
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Figure: Chromatogramme HPLC a £=320nm de I’échantillon n°3(R2P1).
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Annexe 3

Materiel utilisé au cours de notre expérimentation :
Equipement:

Balance deéléctronique

Etuve 50+5°C, 37° et 25°C
Rota vapeur

Broyeur électrique
Spectrophotometre UV-visible
Réfrigérateur (4°C)

= Agitateur magnétique

Cage pour souris .
Balance analytique
Mousseline

Papier filtre

Papier aliminium

Verreries :

Becher

Ballon (100 ml et 500 ml et 1L)

Eprouvettes (25 ml, 50 ml, 100 ml et 500 ml)
Flacons en verre

Entonnoir en verre

Cuvette de spectrophotomeétre en verre
Ampoule a décanter

Erlen Mayer

Réactifs et solution
Méthanol / Folin Ciocalteu
Hexane / DPPH
Chloroforme

Acide gallique



Annexe 5

v'Préparation des solutions :

e Préparation de la solution de carbonate de sodium (Na2CO3) 10%

Dissoudre 10g dans un volume de 100ml d’eau distillée.

v'Dilutions a partir de la solution mere :

pour avoir des solutions diluées a partir d’une solution meére, appliquer la régle (C1

V1=C2 V2).

C2 : concentration de la solution diluée que 1’on veut préparer (par exemple C2=100
pg/ml)

V2 : le volume connu de la solution diluée (par exemple V2=1000ul).

C1 : Concentration de la solution mére (C1=200pg/ml).

V1 : le volume inconnu de la solution mére qu’il faut prélever et ajuster a 1000l avec
I’eau distillée pour avoir une concentration finale de 100pug/ml.

Application : V1=C2 V2/C1

V1=100.1000/200 = 500pl.
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