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Résumé

Evaluation des activités antibactériennes et antioxydantes des extraits
des feuilles de D’olivier spontané (Olea europaea subsp europaea var.

Sylvestris) et I’olivier cultivé (Olea europaea subsp europaea var. Sativa).

Dans ce travail, nous nous sommes intéressées a valoriser 1’olivier qui est un arbre tres
connu dans le monde et en Algérie grace a ses propriétés thérapeutiques et médicinales. I
s’agit des deux subsp, la premiére est largement cultivée (Olea europaea subsp europaea var.

Sativa) et la deuxieme est spontanée (Olea europaea subsp europaea var. Sylvestris).

L’extraction des huiles essentielles a ét¢ réalisée par hydrodistillation du type clevenger,

d’aprés les résultats obtenus, le rendement en huile essentielle est nul pour les deux variétés.

Le test du screening phytochimique montre la présence des anthocyanes, des tanins, des
tanins galliques, des flavonoides et des glucosides dans les feuilles d’olivier cultivé et

spontané.

L’activité antibactérienne des extraits méthanoliques a été testée par la méthode de la
diffusion sur gélose nutritive afin de déterminer les zones d’inhibition. A travers les résultats
obtenus, il a été constaté que ’extrait des feuilles d’olivier cultivé posséde une activité
antibactérienne tres faible a nul contre les souches étudiées : Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa et Staphylococcus aureus. Par contre les feuilles d’olivier spontané se
caractérisent par une activité un peu plus importante vis-a-vis la souche bactérienne

Staphylococcus aureus et faible a nul contre les deux autres souches étudiées.

Le pouvoir antioxydant a été évalué par la méthode de réduction du radical libre
(DPPH). Les résultats obtenus montrent que les extraits des feuilles d’olivier possédent un
pouvoir anti radicalaire faible avec des valeurs de 734,86 ug/ml pour I’olivier spontané et
747,87 pg/ml pour I’olivier cultivé comparativement a celui de 1’acide ascorbique qui est
d’une valeur de 622,19ug/ml. Cependant, I’olivier spontané se caractérise par une activité anti

radicalaire plus importante que I’olivier cultivé.

Mots clés: Olea europaea var. Sativa; Olea europaea var. Sylvestris; activité

antibactérienne ; activité antioxydante ; extrait méthanolique.
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Abstract

Evaluation of antibacterial and antioxidant activities of leaf extracts
from spontaneous olive tree (Olea europaea subsp europaea var. Sylvestris)

and cultivated olive tree (Olea europaea subsp europaea var. Sativa).

In this work, we were interested in valorizing the olive tree, which is a very well-known
tree in the world and in Algeria by its therapeutic and medicinal properties. It is about the two
subsp,the first is widely cultivated (Olea europaea subsp europaea var. Sativa) and the

second is spontaneous (Olea europaea subsp europaea var. Sylvestris).

The extraction of essential oils was carried out by hydrodistillation of the Clevenger

type, according to the results obtained, the yield in essential oil is null for the both varieties.

The phytochemical screening test shows the presence of anthocyanins, tannins, gallic
tannins, flavonoids and glucosides in the leaves of cultivated and spontaneous olive leaves.

The antibacterial activity of the methanolic extracts was tested by the diffusion method
on nutrient agar in order to determine the zones of inhibition. Through the results obtained, it
was found that the extract of cultivated olive leaves has a very little to null antibacterial
activity against the strains studied: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and
Staphylococcus aureus. On the other hand, the leaves of the spontaneous olive leaves are
characterized by a significant activity against the bacterial strain Staphylococcus aureus and

weak to null against the other two strains studied.

Antioxidant potency was evaluated by the free radical reduction method (HPPD). The
results obtained showed that the extracts of the olive leaves have a weak anti-radical potency
with values of 734.86 pg/ml for the spontaneous olive tree and 747.87 pg/ml for the cultivated
olive tree compared to that of the ascorbic acid. Moreover, the spontaneous olive tree is
characterized by a more important anti-radical activity than the cultivated olive tree.

Keywords: Olea europaea var. Sativa; Olea europaea var. Sylvestris; antibacterial

activity; antioxidant activity; the methanolic extracts.



Introduction

Depuis la nuit des temps, I’homme a utilisé¢ diverses plantes trouvées dans son
environnement pour ses besoins alimentaires et medicaux afin de traiter et soigner les
différentes sortes des maladies (Boumediou et Addoun., 2017). Les plantes jouent un rdle
important dans 1’art de guérison a travers le monde grace a leurs propriétés thérapeutiques qui
sont dus a la présence de milliers de composés bioactifs, ceux-ci s’accumulent dans différents

organes et aussi dans des cellules spécifiques de la plante (Boudjouref, 2011).

Selon Quyou (2003), plus de 80 000 espéces de plantes médicinales dans le monde sont
utilisées en médecine traditionnelle. Parmi les plantes les plus bénéfiques pour I’humanité, on
distingue I’olivier (Olea europaea L.), qui est un arbre omniprésent dans le bassin
méditerranéen et aussi dans les régions semi-aride a I'état sauvage (var. Sylvestris) ou cultivé

(var.Europaea) (Chiappetta et Muzzalupo 2012).

En Algérie, I’olivier est largement distribué dans le centre, il forme une source de
revenue considérable pour les populations rurales et présente plus de 50% du verger
arboricole national. L’utilisation la plus réputée ou fréquente de cet arbre est 1’extraction
d’huile a partir de fruit (olive) qui a une grande importance dans la nutrition et la santé
humaine, par contre les feuilles d’olivier sont considérées comme un dechet encombrant
malgré leur richesse en composés phénoliques, a pouvoirs antioxydant, anticancéreux et
antimicrobien et bien d’autres qui les rendent importants dans le secteur de 1’industrie

agroalimentaire et la santé humaine (Aouidi, 2012).

Pour cela les chercheurs élargissent leurs études sur les sous-produits de 1’olivier
notamment les feuilles qui contiennent plusieurs composés phénoliques tels que 1’oleuropéine,
I'nydroxytyrosol et d'autres flavonoides qui ont été identifiés (Lee et al., 2009 ; Hayes et al.,
2010 ; Kaeidi et al.,2011 ; Aouidi et al.,2011).

Les extraits des feuilles d’olivier sont commercialisés dans le monde sous forme des
feuilles séchées complétes, des compléments alimentaires, des tisanes, des extraits, des

poudres ou des comprimés (Tsimidou et Papoti, 2010).

Dans ce contexte, notre travail consiste a évaluer 1’activité antibactérienne et
antioxydante des extraits des feuilles de I’olivier spontané (Olea europaea subsp. Europaea

var. Sylvestris) et de I’olivier cultivé (Olea europaea subsp. Europaea var. Sativa).



Les objectifs principaux sont répartis en deux parties :

» La premiere partie est relative & I’étude bibliographique sur I’olivier cultivé et

spontané, les compositions chimiques et les propriétes biologiques de leurs feuilles.

» La deuxiéme partie représente la partie expérimentale qui porte sur 1’évaluation de
I’activité antibactérienne et antioxydante des extraits des feuilles Olea europaea
subsp. Europaea var. Sativa) et (Olea europaea subsp. Europaea var. Sylvestris) in

vitro.
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1.1. Systématique

L'olivier appartient a la famille des oléacées. Son genre, Olea se compose de 33
espéces (Van der vossen et Mkamilo, 2007). On distingue aujourd'hui deux sous-espéces dans
le bassin méditerranéen, 1'oléastre ou 1’olivier spontané (Olea europaea subsp. Europaea var.
Sylvestris) et la forme cultivée de I'espéce (Olea europaea subsp. Europaea var. Sativa)
(Breton et Bervillé, 2012).

Selon la classification phénologique APG Il (The Angiosperm Phylogeny Group,
2009), I’olivier appartient au :

e Regne : Plantae.
e Sous-regne : Tracheobionta.
e Division : Magnoliophyta.
e Classe : Magnoliopsida.
e Sous-classe : Asteridae.
e Ordre : Lamiales.
e Famille : Oleaceaes.
e Genre: Olea L.
e Espece : Olea europaea L.
e Sous-especes :
¢+ Olea europaea subsp. Europaea var. Sylvestris. (Oléastre ou olivier spontané).

¢+ Olea europaea subsp. Europaea var. Europeae (Olivier cultivé ou domestique).
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1.2. Description botanique

1.2.1. Olivier cultivé ""Olea europaea var. Sativa '

L'olivier est un arbre a feuilles persistantes qui se caractérise par sa longue durée de vie,
qui peut durer des centaines voire des milliers d'années. Il a une hauteur de 6 a 8 meétres et
peut atteindre jusqu'a 10 metres (Amouretti et Brun, 1993). De bas en haut, l'olivier se

compose des parties suivantes : systeme racinaire, tronc, rameaux, feuilles, fleurs et fruits.
1.2.1.1. Systeme racinaire

Le développement des racines des arbres dépend avant tout des propriétés physico-
chimiques du sol. En fait, les oliviers adaptent leurs racines a la profondeur du sol en fonction
de leur texture et de leur structure (Figure 01) (Loussert et Brousse, 1978). L’olivier posséde
un systéme racinaire allant d’une profondeur d’enracinement de 1,5 a 2 m dans les sols
fertiles (Amouretti et Comet, 1985), tandis que dans les sols sablonneux les racines se

développent jusqu’a 6m de profondeur (Civantos, 1998).

Figure 01 : Développement du systéme racinaire de 1’olivier (Loussert et Brousse, 1978).
1 : Germination du noyau d’olivier. 2 : Evolution du systéme racinaire d’un olivier de semis. A : Systéme
racinaire & la plantation. B : Systéme racinaire secondaire. C : Nouvelle racine émise & partir des excroissances

du collet (Loussert et Brousse, 1978).
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1.2.1.2. Organes aériens

<+ Tronc

Selon Wiesman, (2009) ; Chafaa, (2013), le tronc est d’une forme cylindrique de
couleur jaunatre virant a la brune claire, avec une surface irréguliére, portant de nombreux
renflements (Figure 02). Le bois est trés dur, compact, court, trapu (jusqu’a 2m de diamétre),
et porte des branches assez grosses, tortueuses et lisse. Sa structure varie selon les espéces et

les conditions environnementales.

Figure 02 : Tronc d’olivier.

4+ Rameaux

Les rameaux sont des branches d'une année ou d'une année précédente. lls sont de
couleur gris-vert (Figure 03) et continuent de croitre tout au long du printemps et de
l'automne. Selon la vigueur et la variété de l'arbre, ils poussent de plusieurs dizaines de

centimetres et fleurissent avant de fructifier (Loussert et Brousse, 1978 ; Boukhezna, 2008).

Figure 03 : Rameaux d’olivier.
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+ Feuilles

Les feuilles sont persistantes et coriaces, oblongues et lancéolées, disposées dans des
directions opposees, portées par de courts pétioles, dont la couleur vire du gris-vert au vert
foncé, avec une seule nervure (Figure 04). Elles mesurent de 2 a 8 centimetres de long et de
0.5 a 1.5 cm de large (Loussert et Brousse, 1978). Les feuilles d’olivier peuvent étre
différentes en taille, forme et caracteéristiques selon les cultivars. La durée de vie moyenne des

feuilles d’olivier étant de deux ans et demi (Vila, 2003).

Figure 04 : Feuilles d’olivier.

4+ Fleurs

Elles sont petites et blanches jaunatres, a quatre pétales, quatre sépales, deux étamines et

deux carpelles sont réunies en grappes a 1’aisselle des feuilles (Loussert et Brousse, 1978),

(Figure 05).

Figure 05 : Fleurs d’olivier.
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4+ Fruits

Le fruit de I’olivier (olive) est une drupe a pulpe charnue de forme ovoide (Figure 06),
de volume et de poids tres variable selon les variétés. Son diamétre est compris entre 1 et 3
cm. Il se compose de I’extérieur a I’intérieur d’un épicarpe qui est la peau (épiderme) du fruit
qu’est imperméable a 1’eau, le mésocarpe ou la pulpe, I’endocarpe (noyau) fusiforme qui
contient I’amande (Loussert et Brousse, 1978). Le fruit de ’olivier est longtemps vert puis
devient noir violacé lorsqu’il est complétement mir, mais quelques cultivars restent vert

lorsqu’ils sont mirs (Rol et Jacamon, 1988).

Figure 06 : Fruits d’olivier.

1.2.2. Olivier spontané "'Olea europaea var. Sylvestris"*

L'olivier spontané (sauvage) ou l'oléastre est le nom de forme d'oliviers non cultivés, il
résiste aux stress hydriques et 1'excés de température et pousse avec d’autres arbustes tels que
le lentisque dans les zones européens et méditerranéens (Polese, 2009). Il forme méme de
vraies foréts en Espagne, en Algérie et en Asie Mineure (Boudribila, 2004). L’oléastre se
caractérise par une longue durée de vie qui dans de nombreux cas, peut dépasser 1000 ans
(Chiappetta et Muzzalupo, 2012). C’est un bioindicateur de la flore méditerranéenne (Rubio
et al., 2002). De bas en haut, I'oléastre se compose des parties suivantes : systéme racinaire,
tronc, rameaux, feuilles, fleurs et fruits.

1.2.2.1. Systeme racinaires

Les racines sont ordinairement horizontales trés allongées, chargées des chevelures se

limitent en général au premier métre de sol selon la disponibilité en eau (Rozier, 2015).

10
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1.2.2.2. Organes aériens

<+ Tronc

Le tronc (Figure 07) d’un oléastre est du couleur grise verdatre jusqu’a la deuxieme
année environ, il devient noueux et crevassé, fendu et élargi a la base. Il prend une teinte gris

foncé presque noire (Pagnol, 1975).

Figure 07 : Oléastre (Benkacimi, 2016).
+ Rameaux

Les rameaux sont plus au moins épineux (Figure 08), les jeunes pousses ont une écorce
claire avec une section quadrangulaire, mais elles s’arrondissent en vieillissant et leur couleur
passe au vert grisatre puis au gris brun. Elles donnent ensuite un bois tres dur, compact, de

couleur jaune marbrée de brun (Maillard, 1975).

7 b
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Figure 08 : Rameaux d’oléastre (Original, 2022).
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4+ Feuilles

Les feuilles d’olivier spontané sont ovales (Figure 09), allongées simples enticres en
forme de fer de lance. Elles sont épaisses, épineuse et dur de couleur verte pale osseuse
(Rozier, 2015).

-~ —'._ '- 5 '~.. a * '-d;— o . V‘. _'\‘N .: . » .

. Figure 09 : Feuilles d’olivier spontané (Original, 2022).
#+ Fleurs

3 4
NN

Les fleurs sont petites, de couleur jaune verdatres, un calice a quatre lobes et une corolle a
quatre pétales, deux étamines et deux carpelles, le pistil donne un fruit peu huileux (Argenson
etal., 1999).

Les pétales

Corolle

Les étamines

Figure 10 : Fleurs d’oléastre (Baghdad et Bal, 2016).
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4+ Fruits

Les fruits sont moins charnus, a noyau, a une seule loge, a écorce lisse ; d’abord vert,
ensuite rougeatre, brun violet a noiratre (Figure 11), suivant les différents degrés de maturité.

Le bois du noyau est tres dur, il renferme une amande douce (Rozier, 2015).

v

Figure 11 : Fruits d’Olea europaea var. Sylvestris.

1.2.3. Criteres de différenciation

Selon Lumaret et al., (2004), les cultures d’olivier spontanées et cultivées exigent les
mémes conditions climatiques et des grands espaces de distribution. Les oléastres sont
différents par leurs fruits plus petits de forme elliptique et leur faible teneur en huile, leurs

feuilles sont courtes de longueur et de largeur moyenne (Green, 2002) (Tableaux 01 et 02).

Tableau 01 : Criteéres d’identification de la forme spontanée et cultivée de 1’olivier (Green,

2002).

Critére. Oléastre. Olivier cultivé.

(Olivier spontané).

Architecture de I’arbre. Arbuste généralement dense, Arbre > 15 métres avec
branches minces, courtes et plusieurs troncs.
épineuses.
Forme et taille des Ovale a elliptique 3 a8 cm de long. | Eliptiques, lancéolées ( pas de
feuilles. dimensions précises).
Taille des fruits. <lcm. 4 cm de long.

13
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Tableau 02 : Criteres morphologiques de classement des oliviers en olivier cultivé et

spontané (Hannachi et al., 2009).
Critere. Oléastre. Olivier cultivé.

(Olivier spontang).

Mesocarpe. Charnu. Epais et charnu.
Ecosystéme. Naturel. Agronomie.
Teneur en huile (%). <10. >15.

» Cycle végétatif de ’olivier

Tableau 03 : Cycle végétatif de I’olivier (www.doc-developpement-durable.org).

Phases végetatives  Début Duree Manifestations
-Repos végétatif. Décembre- Janvier = 1-3 Mois -Activité germinative arrétée
ou ralentie.

-Les fruits se développeront sur
le bois poussé 1’année
précédente.

-Induction florale -Février -Emission d’une nouvelle
végétation de couleur claire.

-Inflorescences de couleur

. . ) verte, blanchétre & maturité.
-Reprise de la -Fin Février 20-25 jours

végétation et
’apparition des

-Fleurs ouvertes et bien
apparentes, pollinisation et

boutons floraux. -Mi-Mars au début ~ 18-23 jours  fécondation.
de Mai.
-Floraison. -Juin 7 jours
-Fructification. Fin mai-juin -Chute des pétales, hécatombe

précoce des fleurs et des fruits.

-Développement des = Seconde moitié de  3-4 semaines  -Fruits petites mais bien

fruits. juin apparents.
-Durcissement du Juillet 7-25jours -Fin de la formation des fruits
noyau. devenant résistants a la coupe

et a la section.

14
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-Croissance des
fruits.

-Début de
maturation.

-Maturation
complete.

-Aol(t. 1,5-2 mois

-Mi-Octobre a
Décembre.

-Fin Octobre a
Décembre.

1.2.4. Répartition géographique

-Augmentation considérable de
la taille des fruits et apparition
des lenticelles.

-Au moins la moitié de la
surface du fruit vire du vert au
rouge violace.

-Fruits avec une coloration
uniforme violette a noire.

L'olivier est aujourd'hui mondialement cultivé dans I’Amérique (I’ Argentine, Mexique,

Chili, Californie, Brésil), dans le continent Australien, la Chine en Asie ainsi que le Japon et

I'Afrique du Sud. Bien que 900 millions d'oliviers soient plantés dans le monde (Figure 12), le

bassin méditerranéen restera toujours sa terre de prédilection, avec plus de 95% des oliviers

du monde (Benhayoun et Lazzeri, 2007).

L’extension géographique de 1’oléastre est plus réduite que celle de 1’olivier cultive. Il

est actuellement présent dans le Maghreb, le sud de la péninsule ibérique, les les de la

Méditerranée, le sud de I’Italie, le Péloponnése, les cotes de Grece, de Turquie, du Levant et

du nord de la Lybie, beaucoup plus sporadiquement sur le littoral nord méditerranéen (Zohary

etal., 2012).

15
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Figure 12 : Répartition de la culture de I’olivier dans le monde (COI, 2013).

L’Algérie est un pays qui posséde un climat favorable a la culture des oliviers. Le
patrimoine oléicole Algérien présent 4,26 % de patrimoine mondiale et occupe jusqu’a
281.000 ha des zones d’olivier qui se concentrent dans les wilayas suivantes: Tizi-

Ouzou, Bouira, Béjaia, Jijel, Sétif et Bordj Bou Arreridj (Lazzeri, 2009) (Figure 13).

- L'oliveraie en 1999
21 CHLEF 6 : BEIAIA 91 BUDA 10:
BOURA 13 TLEMCEN 15 : ia-ouzou 18,
JUEL 19: SETW 21: SKIKDA 22:5.
B. ABBES 24: GUELMA 44 : AIN DEFLA 2n
MOSTAGANEM 29 MASCARA 341 BORJ BOU-ARRERU
35 : BOUMERDES 41 : SOUX AHRAS 42 : TIPAZA

- Nouvelle aire oléicole

3:L 4:0E
51 BATNA 7 1 BISKRA
B : BECHAR 12 1 TEBESSA
14 : TIARET 17: DIELFA
20: SAIDA 28: M'SILA
32: EL-BAYADH 39 : EL-OUED
A0 : KHENCHELA 45 : NAAMA
7

Figure 13 : Carte oléicole d’Algérie (Source : Institut Technique des Arbres Fruitiers, ITAF,
2006).
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1.3. Composition chimique des feuilles d’olivier

1.3.1. Feuilles d’olivier cultivé

Selon Nefzaoui, (1995), la composition chimique des feuilles d’olivier varie selon
plusieurs facteurs (les conditions climatiques, la variété, 1’age de plantation, 1’époque de
prélévement, proportion de bois...). En général, la teneur de la matiére seche (MS) des feuilles
d’olivier est environ a 50%. La mati¢re organique des feuilles contient des lipides, des
protéines, des polymeres phénoliques, des monomeéres et des polysaccharides tels que les

celluloses et les hémicelluloses (Tableau 04).

Tableau 04 : Composition chimique global des feuilles d’olivier cultivé "Olea europaea var.
Sativa" (exprimé en g par 100 g) selon plusieurs auteurs (Aouidi, 2012).

Composition  Boudhrioua  Erbay et Martin-Garcia Garciaet Fegeros et

(en%o) etal., 2009 Icier, 2009 et al., 2006 al., 2003 al., 1995
Eau. 46,2- 49,7 a 498 a 411a Nd 440 a
Protéines. 50-7,6a 54a 70b Nd Nd
Lipides. 10-13a 6,5a 32b 6,2b Nd
Minéraux. 2,8-4,4 a 3,6a 16,2 b 26,6 b 9.2b
Carbohydrates. 37,1-425a 275a Nd Nd Nd
Fibres brutes. Nd 70a Nd Nd 180b
Cellulose. Nd Nd Nd 19,3 b 114b
Hémicellulose. Nd Nd Nd 254 b 13,3 b
Lignine. Nd Nd Nd 30,4 Db 14,2 b
Polyphenols - 4 5 5 Nd 25D Nd Nd
totaux.
Tanins
Nd Nd Nd Nd 0,3b
solubles.
Tanins
] Nd Nd 0,8b Nd 10b
condensés.

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 séche des feuilles d’olivier.

Nd : Valeur non déterminée.
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1.3.2. Feuilles de I’olivier spontané

L’oléastre est composé de 58,6 % de matiere seche (MS) (Tableau 05), sa teneur en
azote totale est d’environ 7,0g/ 100 MS. Elles contiennent des teneurs basses en tyrosine et
cystéine par contre des pourcentages remarquables en arginine, leucine, valine et une teneur

faible en matiére grasse (Civantos ,1999 ; Garcia et al., 2010).
Tableau 05 : Composition chimique des feuilles d’olivier spontané "Olea europaea var.
Sylvestris" (Souad et Hassnaa, 2013).
Composition chimique Teneurs % %
Matiere seche 58,81
Matiére grasse 3,21
Protéine 7,00
Histidine 3,80
Arginine 11,10
Thréonine 4,17
Valine 9,02
Meéthionine 1,82
Isoleucine 1,00
Leucine 5,33
Phénylalanine 4,31
Lysine 4,74
Acide-glutamique, 4,49
Serine 6,30
Glycine 4,59
Alanine 1,47
Les polyphenols totaux g 2,53
Flavonoides 58
Oleuropeine 2,27- 13,4
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1.3.3. Huile essentielle de feuilles d'olivier

L’huile essentielle des feuilles d’olivier est un produit trés complexe contenant des
aldéhydes, des cétones, des esters, des alcools, des alcenes et des alcanes. Leurs composants
major sont du 2-décénal-(E) (20,43 %), benzene-acétaldéhyde (4,00 %), 2-undécénal (3,71 %)
et valencen (3,31 %) (Konoz et al., 2013).

1.4. Composants phénoliques des feuilles d’olivier

1.4.1. Feuilles d’olivier cultivé ""Olea europaea var. Sativa"

La feuille d’olivier cultivé contient des flavonoides, sécoiridoides, triterpenes,
I’oleuropéoside et des phénols (Zarzuelo et al., 1991 ; Gonzalez et al.,1992). Selon
Benavente-Gracia et al., (2000), les phénols présents dans les feuilles d’olivier sont :
Oleuropéine, acide caféique, acide vanillique, vanilline, Lutéoléine, Rutine, Lutéoline-7-
glucoside, Verbascoside, Apigenin-7-glucoside, Diosmetin-7-glucoside,l’hydroxytyrosol,
Tyrosol et le Catechin. Le tableau 06 présente les principaux composés phénoliques des
feuilles d’olivier.

Tableau 06 : Structures chimiques des composes phénoliques les plus abondants des feuilles
d’olivier cultivé (Benavente-Garcia et al., 2000).

Composé phénolique Structure chimique
O O

o H
1 HzCOCIZCHZ =L

O|eur0péine HaC OC CHHY

L ] COOlucose

Hydroxytyrosol

Verbascosid

[l TE S

Apigenin-7-glucoside

Ehie Ok

Lutéoline-7-glicoside

19



CHAPITRE I Synthése Bibliographique

1.4.2. Feuilles d’oléastre "'Olea europaea var. Sylvestris'*

Les feuilles de I’oléastre sont considérées comme une source riche en composés
phénoliques, leur contenu phénolique peut atteindre jusqu'a 40g par kg des feuilles sec
(Mylonaki et al., 2008). Elles sont composées de plusieurs polyphénols tels que ligstroside,
dimethyl oleuropein, secoiridoides, 1’oleuropéine et 1’oleoside (Pereira et al., 2007 ; Chiou et

al., 2009) (tableau 07).

Tableau 07 : Constituants phénoliques de la feuille d’olivier spontané (Ryan et al., 2002 ;
Skerget et al., 2005 ; Khan et al., 2007).

Lutéoline, kaempferol, myricétine, quercétine, apigénine, rutoside,

Flavonoides o ' o )
quercitrine et des glycosides de I’apigénine et de la lutéoline.
) ) Acide caféique, acide caféoylquinique, (AC. Chlorogénique), acide p-
Acides phénols ] ]
coumarique, verbascoside.
Oleuropéoside, 11-déméthyl-oleuropéoside, oléoside, dimethyl ester
Secoiridoides oléoside, ligustroside, oleuroside et des aldéhydes sécoiridoidiques non

hétérosidiques (oléacéine).

1.5. Utilisation traditionnelledes feuilles d’olivier

Dans I’antiquité, les anciens utilisent les feuilles d’olivier a cause de ses vertus
antiseptiques comme la désinfection des blessures cutanées et 1’élimination de toutes sortes

d’infections (Micol et al., 2005).

Les pays européens et mediterranéens utilisent les feuilles sous forme de poudres, des
extraits et des tisanes dans les remedes traditionnels grace a ses composés bioactifs
(Wainstein et al., 2013).

Selon Ghedira, (2008), I’extrait des feuilles d’olivier est utilisé dans les formes légeres
du diabete comme adjuvant en cas d’obésit¢ ou de grossesse, on l’utilise aussi comme
diurétique dans I’hypertension artérielle modérée. Il est utilisé pour traiter d'autres maladies

telles que la fievre et le paludisme (Ghanbari et al., 2012).
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1.6. Utilisation pharmacologique des feuilles d’olivier

Les feuilles d’olivier jouent un réle important dans le domaine pharmacologique grace a
leurs composes phenoliques telles que 1’oleuropéine, les flavonoides qui possedent des

pouvoirs antioxydants, antibactériens, anti-inflammatoire et d’autres propriétés.
1.6.1. Activité antioxydante

Les antioxydants sont des substances qui se produisent naturellement dans I’organisme,
ils ont une capacité a prévenir les effets nocifs, en particulier les réactions d'oxydation appelé
le stress oxydatif. Les antioxydants se composent de plusieurs lignes de protection, ils sont
constitués d’un systéme de défense in vivo qui inhibe la formation des radicaux libres et
dérivés réactifs de I’oxygeéne (ROS), en isolant les ions métalliques et en détruisant I’anion
superoxyde et I’oxygene singulier, réduisant le peroxyde d’hydrogéne et les hydroperoxy dans
chaque cellule de I’organisme. Plusieurs familles botaniques comme les Oléacées, les
Annacardiacées, les Rubiacées, les Solanacées, les Lamiacées et les Liliacées contiennent des

propriétés antioxydantes (Pelli et al., 2003).

Grace a I’oleuropeine, les feuilles d’olivier possédent une activité antioxydante tres
¢élevée, il est utilisé pour diminuer le taux d’oxydation du cholestérol LDL afin de protéger les
cellules nerveuses des Iésions liées a I’oxygene, le LDL oxydé peut initier des dommages sur

les tissus artériels, provoquant 1’athérosclérose (Chimi et al., 1995).

Les feuilles d’olivier contiennent une forte capacité de piéger les radicaux libres par

rapport aux autres composants de 1’arbre. (Lee et al., 2009).
» Meécanisme d'action des antioxydants

Selon Halliwell, (1994) ; Bouzid et al, (2011), les mécanismes d’action des

antioxydants comprennent :

v' Le piégeage direct des espéces réactives de I’oxygéne (ERO).
v"Inhibition ou l'activation d'enzymes impliquées dans la protection des ERO.
v' La protection des systemes de défense antioxydants (en majorité des systéemes

enzymatiques).
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» Méthodes d’évaluation de ’activité antioxydante in vitro

Il existe plusieurs méthodes spectrométriques qui peuvent déterminer 1 activité
antioxydante, soit par piégeage des radicaux libres (Sanchez Moreno, 2002) ou bien par
évaluation de la peroxydation lipidique en utilisant un substrat lipidique ou lipoprotéique
(Sanchez-Moreno et Larrauri, 1998). On distingue plusieurs méthodes utilisées pour évaluer
I’activité antioxydante comme la méthode du radical DPPH (Brand-Williams et al., 1995), la
méthode de FRAP (Capacité Réductrice Ferrique d’ Antioxydants) (Benzie etStrain, 1996), la
méthode de DMPD (Effet scavenger du radical cationnique N, N-Dimathyl-
pPhenylnediamine) (Li et al., 1994).

1.6.2. Activité antimicrobienne

Les substances chimiques naturelles ou synthétiques qui inhibent la croissance ou tuent
les microorganismes sont nhommés les agents antimicrobiens, leurs activités dépendent de

plusieurs paramétres physiques tels que I’humidité, la température et le PH (Lee et al., 2010).

Les feuilles d’olivier ont un effet antimicrobien contre plusieurs bactéries pathogenes
comme Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus, Cryptococcus neoformans, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis, Candida albicans, Escherichia coli et Staphylococcus aureus
(Pereira et al., 2007). Grace a I’oleuropéine et ses dérivés qui sont des classes principales des
polyphénols, leurs roles sont d’empécher ou de retarder la croissance d’une gamme
bactérienne et d’inhiber la production de 1’entérotoxine B de S. aureus, et le développement
de S. enteritidis ainsi que la germination et le développement consécutif de B. cereus. Les
calculs de la concentration minimale inhibitrice (CMI) présentent une preuve de 1’activité

antimicrobienne de I’oleuropéine et I’hydroxytyrosol contre les souches bactériennes étudiées.

Les résultats de ces recherches montrent que 1’olivier peut étre considéré comme un
agent antimicrobien promoteurs pour le traitement des infections de systeme respiratoire ou
gastro-intestinal de I’homme, et comme un additif alimentaire grace a 1’emploi potentiel de
ses principes actifs. La feuille d’olivier est un fongicide qui contient 1’oleuropéine qui peut

protéger I’arbre contre les moisissures et les champignons (Bisignano et al., 1999).
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1.6.3. Autres effets

Plusieurs études montrent que les feuilles d’olivier possédent des effets favorables sur la
leucémie humaine (Abaza et al., 2006), et ont des propriétés anti-apoptotiques, anti-
prolifératives, (Han et al., 2009). Elles sont aussi pourvues de propriétés hypoglycémiantes et
peuvent étre expliquées grace a deux mécanismes de I’oleuropéoside, I’augmentation de
I'utilisation périphérique du glucose qui favorise la libération d'insuline induite par le glucose
sanguin (Al-Azzawi et al., 2006).

Les chercheurs scientifiques indiquent I'utilit¢ de I’oleuropéine et 1’extrait de feuilles
d’olive pour le traitement de la maladie de Parkinson (Pasban-Aliabadi et al., 2013), et
I’efficacité de 1’aglycone d’oleuropéine qui peut réduire la production d’agrégats amyloides
toxiques dans le cerveau et par conséquent, diminue le risque de la maladie d’Alzheimer
(Diomede etal.,2013). D’autre part, Diaz, (2000) a montré que les feuilles d’olivier
contiennent deux iridoides : 1’oleuropeine et ligustrosides qui augmentent la production
d’oxyde nitrique (NO) dans les macrophages et I’activité fonctionnelle globale des cellules
immunocompétentes, et deux triterpénoides : 1’acide oléanolique et 1’acide ursolique, et

d’autres flavonoides tels que : 1’apigénine et la chrysine, qui ont cet effet anti-inflammatoire.
1.7. Domaine d’utilisation

La valorisation des produits pharmaceutiques implique sur la production de
I’hydroxytyrosolet 1’extraction des tocophérols et de 1’oleuropéine (De Lucas et al., 2002 ;
Bouaziz et Sayadi, 2003) et d’autres substances comme les stérols et les alcools gras (Orozco-
Solano et al., 2010) et les flavonoides (Yuhong et al., 2006). Les feuilles d’olivier sont riches
en composants phénoliques qui ont des propriétés anti-inflammatoires, antibactériennes et
antifongiques (Talhaoui et al., 2015). Elles sont utilisées comme un ingrédient dans plusieurs

produits cosmétiques tels que les créemes et les savons (Tadashi, 2006).

Dans I’industrie alimentaire, les feuilles sont utilisées principalement pour
I’amélioration de la qualité de conservation des viandes fraiches de dinde (Djenane et al.,
2012), aussi comme un stabilisant de I’huile d’olive (Bouaziz et al., 2008) et I’huile de
tournesol (Farag et al., 2007), tandis que dans 1’alimentation animale, elles servent de

nourriture aux chevres et aux moutons (Delgado- Pertinez et al., 2000).
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2.1. Définition

Selon AFNOR (1986): huile essentielle : « Produit obtenu a partir d'une matiére
premiere végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir
de I'épicarpe des Citrus, soit par distillation séche. L'huile essentielle est ensuite séparée de la
phase aqueuse par des procédés physiques pour les deux premiers modes d’obtention ; elle
peut subir des traitements physiques n'entrainant pas de changement significatif de sa

composition, par exemple, redistillation, aération, ... ».

Les huiles essentielles ou les essences végétales sont des substances volatiles,
odorantes, leurs compositions sont geénéralement complexes contenant des molécules
aromatiques, ils sont obtenus des plantes par plusieurs méthodes telles que la distillation
séche, entrainement a la vapeur d’eau ou bien par un procédé mécanique approprié sans
chauffage. On trouve les substances dans les feuilles, les fruits, les graines, les écorces et les

racines. La quantité des huiles essentielles se difféere d’une espéce a 1’autre (Bruneton, 1999).
2.2. Role

Le role de HE n’est pas bien déterming, il peut avoir des rdles écologiques. Les huiles
essentielles protegent la plante contre les agressions extérieures grace a leurs propriétés
répulsives ou attractives vis-a-vis des prédateurs (insectes, herbivores...). Leur odeur participe
a la pollinisation, par conséquent, leur capacité bactéricide protége les cultures en inhibant la
reproduction des bactéries et des parasites du sol (Dorosso ,2009 ; Kaloustian et Hadji-
Minaglo., 2012).

2.3. Propriétés physico chimique

D’aprés Bernard, (1998) et Bruneton, (1995), les propriétés physico-chimiques des

huiles essentielles sont :

- Elles sont volatiles et tres rarement colorees.

- Elles sont généralement liquides a tempeérature ambiante.

- Leur point d’ébullition varie de 160°C a 240°C.

- Les huiles essentielles sont stables a température ambiante si elles sont conservées de
maniére adéquate : a 1’abri de 1’oxydation et de la polymérisation provoquée par 1’air

par la lumiére et par les variations de tempeérature.
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- Elles n’ont pas le toucher gras et onctueux des huiles solubles, leur densité est
généralement inférieure a celle de I’eau.

- Elles sont solubles dans les alcools a titre alcoométrique élevé, dans la plupart des
solvants organiques et les lipides, mais peu soluble dans 1’eau.

- Elles sont douées d’un pouvoir rotatoire puisqu’elles sont formées principalement de

composés asymetriques.

2.4. Répartition dans le regne végétal

Dans le régne végetal, les huiles essentielles sont fréquentes chez les plantes supérieures
et élaborées par des sites sécréteurs botaniques dans presque toutes les parties de la plante
(tiges, feuilles, fleurs et graines) (Bruneton, 1993). Il faut bien préciser la partie utilisée de la
plante pour avoir un bon rendement d’huile essentielle (par exemple la fleur de la lavande est
plus riche en huile que la tige), et aussi il faut savoir la composition chimique de la partie
considérer qui conduira a une application spécifique, comme le cas d’oranger amer (Citrus
aurantium, Rutaceae): 1’épicarpe frais du fruit fournit 1’essence de Curagao utilisée pour
confectionner des cocktails, les fleurs fournissent 1’huile de Néroli (eau de fleur d’oranger

amer), les feuilles et les petits rameaux fournissent I’essence de petit grain de bigaradier.

La teneur en huile essentielle des plantes est généralement inférieure a 1%. Dans des cas
exceptionnels, la teneur en HE peut étre forte jusqu’a 15% comme celles de bouton florale du
giroflier (Dorosso ,2009 ; Kaloustian et Hadji-Minaglo., 2012).

Leur biosynthese est associée a des cellules spécialisées, rarement isolées (feuille de
laurier, gingembre) le plus souvent regroupées en poches (rutacées, myrtacées) ou en canaux
sécréteurs (apiacées, astéracees) (Guingard, 2000). Elles sont sécrétées dans le cytoplasme des
cellules et se rassemblent en des petites gouttelettes, ensuite elles sont stockées dans des

cavités resultant de la fusion de plusieurs cellules (EI Abed et Kambouche, 2003).

2.5. Méthodes d’extraction des HE

L’extraction des huiles essentielles a partir de matiére végétale se réalise au moyen de
plusieurs méthodes basees sur des anciennes techniques telles que la distillation, I’expression,
enfleurage, incision ou par des méthodes récentes comme I'extraction sous irradiation micro-
ondes ou par ultra-sons. La méthode la plus utilisée est I’extraction par distillation a cause de

sa facilité a mettre en ceuvre (Luque de Castro, M. D, 1999).
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2.6. Conservation d’HE

Pour éviter 1’oxydation et la dépolymérisation des huiles essentielles, il faut utiliser des
flacons en verre opaques ou colorés et bien bouchées afin de les préserver contre les agents de
dégradations (1’air et la lumiére) (Bardeau, 2009).

Les propriétés des huiles essentielles se diminuent avec le temps, pour cela la durée de
leur conservation ne dépasse pas 18 mois, a la température de 4°C dans le réfrigérateur (Salle,
1991).

2.7. Hydrolat

Un hydrolat est de I'eau chargée de composants volatils hydrophiles recueillis par
entrainement a la vapeur de matiéres végétales lors de la distillation. Il s'agit d'eau distillée
séparée de I'huile essentielle a la sortie de I'alambic, avec des molécules aromatiques lors du
processus de distillation. Il est incolore et a une forte odeur herbacée fraiche et aromatique et

une saveur rafraichissant (Bouissy, 2004).
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L’objectif de notre étude consiste a tester I’activité antibactérienne et antioxydante des
extraits des feuilles d’olivier spontané et cultivé.

Cette étude s’est déroulée du mois d’avril jusqu’au mois de juin de I’année 2022, elle a
été réalisée au niveau du laboratoire de recherche des plantes médicinales et aromatiques
(PMA) de I’université Saad Dahlab Blida 1 pour les extractions et 1’étude de 1’activité
antioxydante et antibactérienne.

Notre travail expérimental est séquencé comme suit :
v’ Extraction des huiles essentielles des feuilles d’olivier cultivé (Olea europaea subsp.
Sativa) et spontané (Olea europea var. Sylvestris).
Obtention de poudre de feuilles d’olivier spontané et cultivé.
Extraction méthanoique des feuilles d’olivier cultivé et spontané.
Screening phytochimique.

Etude de I’activité antibactérienne.

NN

Etude de I’activité antioxydante.

1-Matériels

1.1. Materiel biologique

1.1.1. Matériel végétal

Le materiel végétal (figure 14, A-B) ayant servi a cette étude est constitué des feuilles
des deux sous-especes d’oliviers : Olea europaea subsp. Europaea var. Sativa (I’olivier
domestique) (Figure 14, A), et Olea europaea subsp. Europaea var. Sylvestris (1’oléastre, ou
olivier spontané) (Figure 14, B). Elles ont été récoltées au niveau de la faculté des sciences de
la nature et de la vie a I’université de Saad Dahleb Blida durant le mois de janvier 2022, qui
correspond au stade de repos végétatif (Loussert et Brousse, 1978). La collecte des feuilles

s’est effectuée le matin, juste apres 1’évaporation de la rosée.
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Figure 14 : Les feuilles des deux sous-espéces d’oliviers.
A : Olea europea sativa ; B : Olea europza sylvestris.

Les feuilles récoltées ont été séchées pendant 14 jours a une température ambiante et a
I’abri de la lumiere dans un endroit bien aéré pour préserver au maximum 1’intégrité des
molécules.

Les feuilles seches ont été broyées a 1’aide d’un moulin a café en inox. La poudre
obtenue a été conservée a 1’abri de I’air, de I’humidité et la lumiére dans des boites en verre

hermétiques jusqu'aux les extractions.

1.1.2. Matériel bactériologique
L’étude de I’activité antibactérienne a porté sur trois souches bactériennes. Le tableau
07 résume la liste des souches utilisées :

Tableau 07 : Les souches bactériennes utilisées dans notre étude.

Les souches Le code de la souche GRAM
Escherichia coli ATCC 8139 -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 902 -
Staphylococcus aureus ATCC 6538 +
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2. Méthodes

2.1. Extraction des huiles essentielles
La méthode utilisée dans notre étude est I’hydrodistillation.

2.1.1. Principe

Le principe de 1’hydrodistillation correspond a une distillation hétérogéne. Elle consiste
a immerger le matériel vegétal a traiter (intact ou éventuellement broyé) dans un alambic
rempli d’eau qui est ensuite portée a ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont condensées sur
une surface froide et I’huile essentielle se sépare par différence de densité (Bruneton, 1999).

La partie de la plante contenant les molécules a extraite est placé dans un ballon avec
I’eau distillée. En chauffant, ’eau s’évapore entrainant avec elle des molécules aromatiques.
En passant dans un réfrigérant, ’eau se condense. Elle est ensuite récupérée dans un
erlenmeyer ou il est possible de distinguer deux phases bien distinctes : I’huile essentielle et

au-dessous, I’eau aromatique (ou hydrolat) (Rivera, 2006).

2.1.2. Mode opératoire :

Mettre 50 g des feuilles séchées dans un ballon rond de 1000 ml et introduire dans le
méme ballon 700 ml d'eau distillée (Figure 15), I’ensemble est porté a ébullition pendant 2
heures. La vapeur d'eau traverse la matiére végétale. Cette vapeur chargée d’huile essentielle
migre vers le réfrigérant, elle passe alors dans alambic ou circule I'eau froide en continue a
I'aide d'un systeme de circuit fermé, la température se situe entre 12°C a 13°C. Ainsi, les
vapeurs chargées d'huiles essentielles, se condensent en liquide. Le distillat obtenu est
transféré dans une ampoule a décanter et extraite I'huile essentielle a raison de Na CI et
Diethyl éther, dans le but de chasser toutes les huiles essentielles extraites. Agiter, dégazifier
et laisser décanter le temps d’obtenir deux phases : la phase supérieure qui estla phase
organique (Diethyl éther + huile essentielle) et la phase inférieure constituée d’eau (hydrolat).
Récupérer I'huile essentielle et conserver la a une température de 4°C a l'abri de la

lumiere dans des flacons en verre tintés pour éviter sa dégradation.

32



00
CHAPITRE 1l Etude expérimentale

Figure 15 : Hydrodistillation des feuilles d’olivier (Dispositif Clevenger).

> Détermination de rendement des huiles essentielles :

Le rendement en huiles essentielles (RHE) est défini comme étant le rapport entre la
masse d'huile essentielle (MHE) obtenue aprés I'extraction et la masse de matiere végétale
traitée (MS) (Boutekedjir et al., 2003).

Il est exprimé en pourcentage et donné par la relation suivante :
RHE% (séche) = MHE.100/ MS

MHE : Masse d’huile essentielle récupérée (g).
MS : Masse de la matiére végétale seche (g).

R : Rendement en huile essentielle (%).

3. Préparation de la poudre des feuilles d’olivier spontané et cultivé

Afin d’obtenir la poudre de feuilles d’oléastre et d’olivier cultivé, d’abord les feuilles
ont été tries manuellement pour enlever toutes feuilles infestées ou mortes, puis les feuilles
vertes ont été nettoyées avec de I’eau pour éliminer les impuretés, puis séchées a 1’abri de la
lumiére dans un endroit sec et aéré pendant 14 jours.

Les feuilles seéches ont été broyées a 1’aide d’un moulin a café en inox. Les poudres
obtenues (Figure 16) ont été conservées dans des boites en verre hermétiques a 4°C jusqu’aux
les extractions.
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Figure 16 : Poudre des feuilles d’olivier.
C : Poudre d’olivier cultivé ; D : Poudre d’oléastre.

3.1. Préparation des extraits aqueux

Dans les processus d’extraction des molécules actives présentes dans un milieu solide,
I’opération fait souvent appel a la diffusion au sein du solide d’un fluide (liquide) porteur, dit
solvant d’extraction ; 1’extraction se présente ainsi comme une interaction solide — liquide.
(Qui est réalisée par contact intime entre le solide et le solvant). Cependant, le solvant,
capable de « mettre en solution » un ou plusieurs composants solides, dénommeé soluté,
génere une solution ou un extrait (solvant + soluté). Le transfert de ces molécules actives
recherchées, vers le milieu extérieur a lieu grace a une diffusion ayant pour élément moteur le
gradient de concentration en soluté entre la solution au voisinage intime de la phase solide
(plus concentrée) et la phase liquide (Aragas, 2013).

L’extraction se fait comme suit :

- Une quantité de 10g de matériel végétal de la plante a était mélangée avec 100 ml
d’eau distillée bouillante, avec un rapport (p/v) poudre de feuille/eau distillée =1/10, laisser
infuser pendant 15 min avec agitation de temps en temps.

- La solution est ensuite filtrée a 1’aide d’une passoire puis avec un papier filtre

(Whatman, n°1), pour éliminer la matiere insoluble.

3.2. Extraction par macération dans le méthanol aqueux (extraction

solide/liquide)

La macération (extraction solide-liquide) est une opération qui consiste a laisser
séjourner la matiere végétale (broyat) dans le méthanol aqueux pour extraire les principes
actifs (composés phénoliques et flavonoides). La solubilité des composés phénoliques est liée

au volume et au type de solvant (Naczk et Shahidi, 2006). Cette méthode d’extraction a €té
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effectuée selon le protocole décrit par (Hamia et al., 2014), avec quelques modifications.

Le protocole de la macération de cette plante est le suivant :

Peser 10 grammes de la matiére végétale.

Chauffer le méthanol absolu dans un bécher de 100 ml jusqu'a ébullition.

Mettre la matiére vegétale (10 g) sur le méthanol absolu bouillant.

Agiter de temps en temps jusqu'a refroidissement.

Laisser macérer pendant 24 h, ensuite filtrer sur un papier filtre Wathman (n° : 1).
Récupérer le filtrat dans un flacon.

Répéter la procédure trois fois (fraction retenue par le filtre dans 200 ml méthanol
aqueux bouillant).

Les macéras hydroalcoolique de 3 jours sont placés dans un seul récipient.

Remarque : Cette opération est faite pour 1’olivier spontané et cultivé.

3.2.1. Evaporation

Les trois solutions obtenues ont ét¢ évaporés a 1’aide d’un évaporateur rotatif, ou

rotavapeur qui permet a éliminer le solvant sous vide.

Le protocole d’évaporation est le suivant :

Placer la solution dans le ballon d’évaporation.

Procéder a 1’évaporation jusqu'a disparition compléte du solvant (T° = 45°C et vitesse
de rotation = 3).

Retirer le ballon du rotavapeur.

Peser le ballon afin de calculer le rendement d’extraction.

Recueillir I’extrait dans de I’eau chaude (100 ml) (I’intérét de 1’utilisation de I’eau
distillée bouillante c’est pour assurer la récupération des composés restés accolés a la
paroi du ballon d’évaporation).

Ajouter 100 ml d’eau distillée en plusieurs quantités.

Laisser le tout a décanter pendant 24 h a température ambiante (Figure 17).

Les extraits obtenus aprés 1’évaporation totale ont été conservé jusqu’a I’utilisation.
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Figure 17 : Les extraits méthanoliques des feuilles d’olivier.

E : Extrait d’olivier spontané ; F : Extrait d’olivier cultivé.
4. Tests du Screening phytochimique

Ces tests ont le but de déterminer les différents groupes chimiques contenus dans un
organe végétal. Les réactions physicochimiques de ces tests permettent d’identifier la
présence ou I’absence des substances chimiques. Ils sont réalisés soit sur la poudre du broyat,

soit sur un infusé (Bouyer, 1996).

» Les anthocyanes

A 5 ml d’infusé, sont ajoutés quelques gouttes d’ammoniaque diluée en Y. L’apparition
d’une couleur rouge, indique la présence des anthocyanes.

> Les tanins

A 5 ml d’infusé, sont ajoutés quelques gouttes d’une solution de Fe Clz & 5%. La
réaction donne une coloration bleu noir en présence des tanins.

> Les tanins catéchiques

A 15 ml d’infusé, sont additionnés a 7 ml de réactive de Stiasny (10 ml de formol a 40%
et 5 ml d’HCL concentré).
La réaction donne une coloration rouge en présence des tanins catéchiques.

» Les tanins galliques

A 5 ml d’infusé, sont ajoutés 2 g d’acétate de sodium et quelques gouttes de Fe Cls. La

réaction donne une coloration bleu foncée en la présence des tanins galliques.
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> Les flavonoides

A 5 ml d’infusé, sont additionnés 5 ml d’HCL, un copeau de Mg et 1 ml d’alcool
isoamylique.
La réaction donne une coloration rouge orangée en présence des flavonoides.

> Les alcaloides

Introduire 1g de poudre végétale dans un tube a essai, ajouter 10 ml d’acide sulfurique
(10%). Agiter énergiquement pendant 2 minutes et filtrer, ajouter 2 gouttes du réactif de
Dragendorff.

Résultats : apparition d’un précipité rouge orangé.

» Les glucosides

A 2 g de poudre végétale, sont ajoutées quelques gouttes d’acide sulfurique. La
formation d’une coloration rouge brique ensuite violette indique la présence des glucosides.

» Les mucilages

On introduit 1 ml d’I’infusé dans un tube et on lui ajoute 5 ml d’éthanol absolu,

I’obtention d’une précipitation floconneuse indique la présence des mucilages.

5. Evaluation de Pactivité antibactérienne des extraits des feuilles d’olivier

spontane et cultivé

L’activité antibactérienne a été évaluée par la méthode de diffusion sur gelose MH, et
déterminé par rapport au diamétre de la zone d’inhibition autour des disques (Gupta et al.,
2010 ; Gulluce et al., 2003).

Les tests ont eté réalises avec deux extraits et souches bactériennes référenciées dont
deux bactéries Gram (-) et une bactérie du Gram (+).

Pour le témoin (-), nous avons utilisé le méthanol dilué a 20%, pour tester son pouvoir

antibactérien contre les 03 souches.

5.1. Principe

Des suspensions bactériennes a partir des cultures jeunes de chaque souche bactérienne
sont préparées avec de I’eau physiologique (Na Cl) stérile. Des boites de Pétri contenant de la
gélose de Mueller Hinton sont inoculées. A la surface de chaque boite on dépose les disques
de papier filtre (Whatman n° 5) stériles de 6 mm de diametres imbibés par 10 pl des extraits.
L’ensemble est incubé pendant 24 heures a 37°C. Apres 24 heures d’incubation, une zone ou
un halo clair est présent autour du disque si les extraits inhibent le développement microbien.
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Dans la technique de diffusion, il y a une compétition entre la croissance de la bactérie et la

diffusion du produit a tester (Guinoiseau, 2010).

5.2. Mode opératoire :

5.2.1. Isolement des souches bactériennes
On a fait un prelevement des souches bactériennes qui sont testées a 1’aide d’une anse a
ensemencées selon la méthode de strie sur une boite de Pétri coulée par gélose MH, puis

incubée 18 a 24 heures a 37°C, pour I’obtention des souches pures et jeunes.

5.2.2. Préparation de ’inoculum
A partir des boites de Pétri qui contiennent des cultures bactériennes, on préléve
quelques colonies isolées d’une culture jeune de 12 heures a 18 heures, les incorporer dans 5
ml d’eau physiologique stérile. Le mélange est bien homogénéisé a 1’aide d’un agitateur
Vortex, ensuite il est ajusté & 10 UFC/mI et fixées par la mesure de la densité optique (DO)
entre 0,08 et 0.10 lues a I’aide d’un spectrophotométre d’une longueur d’onde de 625 nm
(Hernandez et al., 2000 ; Greisiele et al., 2003).

L’ensemencement se fait les 15 minutes qui suivent la préparation de 1I’inoculum.

5.2.3. Préparation du milieu de culture

= Liquéfier les milieux de cultures Muller Hinton dans un bain Marie a 95°C et garder
en surfusion dans une étuve a 45°C.

= Couler les milieux de culture gélosés sur les boites de Pétri a raison de 15 ml par boite.

= Laisser refroidir et solidifier a température ambiante, et conserver dans des conditions

évitant toute modification de leur composition.

5.2.4. L’ensemencement
Imbiber un écouvillon dans la suspension bactérienne. Puis on flotte 1’écouvillon sur la
totalité de la surface de MH, en haut et bas, en strie serrée, pour avoir un étalement uniforme

en nappe on fait cette opération trois fois.

5.2.5. Dépot des disques

= Prélever aseptiqguement un disque stérile de 6 mm de diametre avec une pince stérile.

= Mettre en contact le bout du disque avec I’extrait, qui va étre absorbé par le disque par

capillarité.
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= Déposer le disque ainsi imbibé par I’extrait a la surface de la gélose, au centre de la
boite de Pétri.

= Laisser diffuser sur la paillasse pendant 30 minutes.

= Incuber les boftes a 37°C durant 24 heures.

5.2.6. Lecture
L’activité antibactérienne se manifeste par I’apparition d’un halo d’inhibitions de la
croissance microbienne autour des disques contenant 1’extrait a tester.
La mesure de diametre des zones claires autour des disques (zone d’inhibition) se fait a

I’aide d’un pied a coulisse.

5.2.7. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

e Principe

Cette méthode a comme principe d’effectuer des dilutions des extraits étudiées dans le
milieu gélose solide MH pour les bactéries, puis inoculer ce milieu avec les souches testées.
Ses différentes dilutions nous permettent de definir la plus faible concentration qui inhibera la
croissance bactérienne (Sménia et al., 1995).

6. Evaluation de I’activité antioxydante :

6.1.Principe

La mise en évidence de I’activité antioxydante in vitro des extraits des feuilles d’olivier
spontané et cultiveé testé a été réalisée par la méthode de piégeage de radical libre DPPH.

Le DPPH (2,2 —diphényl -1- picrylhydrazyl) est un radical libre stable possédant un
électron non appari¢ sur un atome du pont d’azote. Cette délocalisation empéche la
polymérisation du composé, qui reste sous forme monomere relativement stable a la
température ambiante. Ainsi, cet état induit 1’apparition d’une couleur violette foncée bien
caractéristique de la solution de DPPH. Cette couleur disparait en présence d’antioxydant
lorsque le DPPH est réduit, passant au jaune pale du groupe pécryl, et I’intensité de la couleur
est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a
donner des protons (Sanchez-Moreno., 2002). Le suivi de la délocalisation est réalisé par
spectrophotométrie a 517 nm (Gulcin et al., 2003; Molyneux, 2004; Roginsky et Lissi., 2005).

39



00
CHAPITRE 11 Etude expérimentale

6.2. Mode opératoire

Le test utilisant le DPPH a été réalisé en suivant de la méthode décrite par Burits et
Bucar (2000), ou 50 ul de chacune des solutions méthanoliques des extraits des feuilles
d’olivier testées a différentes concentrations (200, 400, 600, 800 et 1000 pg/ml) sont
mélangés avec 5 ml d’une solution méthanoliques de DPPH (0,004 %). Apres une période
d’incubation de 30 minutes a la température du laboratoire, I’absorbance est lue a 517 nm.
L’inhibition du radical libre DPPH par la vitamine C a été également analysée a la méme
concentration pour comparaison. On détermine la cinétique de la réaction et les paramétres de
calcul de Dactivité antioxydante pour la vitamine C et pour les extraits (Pourcentage

d’inhibition, I’index IC50).

dilutions
(F .
1000ug/ml  800pg/ml 600ug/ml 400pug/ml 200pg/ml
solution méthanoique SOul 50ul SOl S0ul 50ul
de I’extrait Mére (2ml/ml) Sml
solution méthanoique de DPPH
1000 800 600 400 200

pg/ml pg/ml pg/ml  pg/ml ng/ml

Figure 18 : Schéma de I’activité antioxydante

6.3. Détermination du pourcentage d’inhibition et d’IC50
Selon Sharififar et al., (2009), I’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage

(1%) est calculée de la maniére suivante :

J% = "'Ibfmlc B ‘déf'hﬂm:rﬂon

A
Bl
Avec : e

A blanc : Absorbance du blanc (méthanol).
A échantillon : Absorbance du composé d‘essai.
40



00
CHAPITRE 1l Etude expérimentale

La cinétique des réactions des extraits et de la vitamine C avec le DPPH« a été inscrite a
chaque concentration examinée. Les concentrations en extraits et en vitamine C en fonction
des pourcentages du DPPH inhibée, ont été tracées a la fin de réaction afin d’obtenir I’index
IC50. Ce parametre est défini comme la concentration d’antioxydant requise pour diminuer la

concentration du DPPHe initiale 50%.
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1. Rendement en huiles essentielles

Les rendements des huiles essentielles des feuilles d’olivier (Spontané et cultivé)

extraite par hydrodistillation sont nuls.

Les résultats d’extraction d’huile essentielle par la méthode d’hydrodistillation assistée
par micro-ondes obtenus par Konoz et al., (2013) en Iran, montre qu’il y a un rendement en
huile essentielle. Cette différence de résultats peut étre expliqué par des facteurs qui influent
sur le rendement en huile essentielle tels que le climat de la zone géographique, la période de
la récolte, ’organe de la plante utilisée, la période de séchage, I’age du matériel végétal et la

technique d’extraction (Kelen et Tepe, 2008).

D’aprés Vekiari et al (2002), la différence en rendement peut étre due a deux facteurs :
la sécrétion des enzymes de la plante et son environnement (le sol, les cultures pratiquées et le
climat). Certaines études confirment que les changements en rendement de HE peuvent étre
attribuée a des facteurs biotiques et abiotiques ainsi que 1’origine de la plante (Lis-balchin.,
2002 ; Saxenaa et al., 2008 ; Rodolfo et al., 2006).

2. Screening phytochimiques

Les résultats du screening phytochimiques de la poudre et de I’infusé des feuilles
d’Olea europaea var. Sativa et olea europaea var. Sylvestris sont repris dans le tableau 08 :

Tableau 08 : Screening phytochimique d’Olea europaea var. Sativa et olea europaea var.

Sylvestris.
. . L’extrait aqueux L’extrait aqueux
Groupes chimiques Témoin y e . s 14
d’olivier cultivé d’oléastre
Les anthocyanes - + +
Les tanins - + +
Les tanins i ] ]
catéchiques
Les tanins galliques - + +
Les flavonoides - + +
Les alcaloides - - -
Les glucosides - + +

Les mucilages - - -
+ : présence de groupe chimique.

- . Absence de groupe chimique.
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D’aprés les résultats du tableau 08, nous remarquons la présence des métabolites
secondaires comme les anthocyanes, les tanins, les tanins galliques, les flavonoides et les
glucosides, et I’absence des alcaloides, des tanins catéchiques et du mucilage dans les extraits

des deux sous-especes.

Les travaux réalisés par Bruneton, (1999) indiquent la présence des flavonoides et des
tanins en quantités importantes dans les extraits des feuilles d’olivier spontané et cultivé. Par
ailleurs, il a signalé 1’absence des alcaloides dans les feuilles. Nos résultats sont en accord

avec les résultats mentionnés.

La présence des anthocyanes dans les feuilles d'Olea europaea La été déja signalés par
certains auteurs (Kaskoos, 2013 ; Bouderba et al., 2012). Ainsi que la présence des glucosides
(Benavente-Garcia et al., 2000) et (Ryan et al., 2002 ; Skerget et al., 2005 ; Khan et al.,
2007).

3. Evaluation de P’activité antibactérienne

Les résultats de I’activité antibactérienne des extraits des feuilles d’olivier spontané et cultivé

sont consignés dans le tableau 10 et les figures de 19 a 24.

Tableau 10 : Les diamétres des zones d’inhibition des souches utilisées.

Diameétre des zones d’inhibition en mm
Les souches Gram Olivier cultivé Olivier spontané T(-)
E. coli
- 6 6 6 6 6 6 6
8139
P.
aeruginosa - 6 6 6 6 6 6 6
902
S. aureus
+ 7 7 7 8,5 7.5 8 6
6538

T (-) : Le méthanol dilué a 20%.
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Figure 19 : Effets de I’extrait de I’olivier spontané (Olea eurpaea sylvestris) sur la bactérie E.
coli.

Figure 20 : Effets de I’extrait de I’olivier cultivé (Olea europaea sativa) sur la bactérie E.
coli.

D’aprés le tableau 10, il semble que les deux extraits (olivier spontané et cultive)
possedent une faible activité contre les souches bactériennes.

La bactérie E. coli ATCC 8139 du Gram (-) est résistante aux extraits d’olivier spontané

et cultivé avec une absence de la zone d’inhibition.
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Tassou et Nychas (1994), ont montré que la bactérie E. coli est résistante vers
I’oleuropéine purifié. Les bactéries de Gram (-) sont plus résistantes aux composees
essentielles des feuilles d’olivier spontané et cultivé. Elles sont généralement résistantes aux
agents antimicrobiens a cause de leur composition en lipides, leur charge extérieure nette et

leur membranes microbiennes (Tepe et al., 2004).

Figure 21 : Effets de I’extrait d’olivier spontané (Olea eurpaea sylvestris) sur la bactérie P.
aeruginosa.

Figure 22 : Effets de I’extrait d’olivier cultivé (Olea europaea sativa) sur la bactérie P.
aeruginosa.

Pour la souche P. aeruginosa ATCC 902 du Gram (-), les résultats obtenus montrent sa

résistance vis-a-vis des extraits d’olivier cultive et spontané (Figures 21 et 22).

Cette espece a confirmé sa résistance pour une grande variété d’agents chimiques

(Martin et al., 1993), soit d’une fagon native (par I’expression constitutive du - lactamases et
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de pompe a efflux, ou en raison d’une faible perméabilité de la membrane externe), soit par la
suite de D’exposition aux antibiotiques (acquisition des génes codants pour des enzymes

détruisant les antibiotiques) (Mesaros et al., 2007).

Selon nos résultats, les deux bactéries E. coli et P. aeruginosa de Gram (-) résistent aux
extraits des feuilles d’olivier spontané et cultivé. La résistance des bactéries a Gram négatif
peut s’expliquer par la configuration spatiale des molécules qui empéchent 1’extrait a traverser
les protéines de transport (porine) de la membrane externe et ne peuvent pas atteindre le

peptidoglycane de la paroi bactérienne (Bousseboua., 2001 ; Pages et al. 2003).

Figure 23 : Effets de I’extrait d’olivier spontané (Olea eurpaea sylvestris) sur la bactérie
S.aureus.

Figure 24 : Effets de I’extrait d’olivier cultivé (Olea europaea sativa) sur la bactérie
S.aureus.

Nos résultats indiquent I’existence d’une activité antibactérienne faible pour les deux
extraits contre la bactérie S. aureus ATCC 6538 de Gram (+) (Figures 23,24). Cette activité

est de puissance faible mais indique D’efficacit¢ des composés phénoliques des feuilles
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d’olivier cultivé et spontané contre cette espece.

Sudjana et al., (2009) ont testé un extrait aqueux des feuilles d’olivier (cultivar sicilien)
contre 122 especes microbiennes. Ils ont constaté que cet extrait a exercé un effet
antimicrobien trop restreint, car parmi 1I’ensemble des microorganismes testés, uniquement
Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori et S. aureus ont manifesté une certaine sensibilité

Vers cet extrait.

Cette manifestation est justifiée par la présence des polyphénols dans la composition
chimique des feuilles. Pour (Cowan, 1999), les polyphénols sont des principaux composés
antimicrobiens des plantes possédantes des modes d’actions diverses et des activités

inhibitrices et létales vis- a vis d’un nombre important de microorganismes.

D’autre part nos résultats montrent que les zones d’inhibition des extraits contre la
souche S. aureus sont plus importantes pour 1’olivier spontané (8,5 mm) que pour 1’olivier
cultivé (7 mm). La tolérance des bactéries aux polyphénols dépend essentiellement de

I’espéce bactérienne et de la structure des polyphénols (poids moléculaires).

Plusieurs auteurs ont rapporté que 1’oleuropéine est parmi les composés phénoliques des

feuilles d’olivier le plus puissant pour I’activité antibactérienne.

Cowan, (1999), a rapporté que les différentes classes de polyphénols essentiellement les
tanins et les flavonoides peuvent augmenter la toxicité et le pouvoir des extraits en vers les

microorganismes.

Boudhrioua et al., (2009) ; Vasileios et al., (2010), ont rapporté que les variations en
teneurs de polyphénols sont dépendantes des conditions de culture et de degré de la maturite,

mais aussi de 1’état physiologique et I’age de la plante étudiée (De Leonardis et al., 2008).

La teneur en polyphénols a un réle d’augmenter le pouvoir des extraits, mais la
variation des espéces bactériennes entre Gram (+) et Gram (-) influe aussi sur le pouvoir

inhibiteur des extraits.

Les feuilles de I’oléastre sont considérées comme une source riche en composés
phénoliques, leur contenu phénolique peut atteindre jusqu'a 40g par kg de tissu sec (Mylonaki
et al., 2008).

Les deux bactéries E. coli et P. aeruginosa de Gram (-) résistent a I’effet des extraits

étudiés, tandis que la souche S. aureus de Gram (+) montre une sensibilité contre les extraits.

Athamena et al., (2010) indiquent que les bactéries a Gram (+) sont généralement les
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plus sensibles aux effets de ces extraits polyphénoliques, cela est di principalement aux
peptidoglycanes constituant la paroi. En effet, les bactéries perdent leur rigidité et se lysent

sous leur pression osmotique interne qui rompt leur membrane cytoplasmique.

Selon Shan et al., (2007), la membrane des bactéries de Gram positif peut étre traversee
facilement par les polyphénols qui peuvent atteindre leur site d’action. En effet, il a été noté
que les polyphénols détruisent la membrane plasmique, détériorent la force motrice des

protons et le mouvement des électrons active le transport des contenus cellulaires.

4. Activité antioxydante des extraits des feuilles d’olivier cultivé et

spontane :

Les résultats de ’activité antioxydante des extraits d’olivier spontané et cultive sont

donnés dans les figures 25-26.
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Figure 25 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations des extraits des feuilles d’olivier spontané cultivé et vitamine C.
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Figure 26 : Concentrations d’inhibitions IC 50 de radical libre (DPPH) des extraits des

feuilles de I’olivier spontané et cultivé et la Vit C.

Nous remarquons que le pouvoir antiradicalaire augmente avec 1’augmentation des
concentrations des extraits d’olivier (Figure 25). En effet, pour 1 mg/ml, les extraits
méthanoliques des feuilles d’olivier spontané et cultivé peuvent atteindre un pourcentage

d’inhibition de 56,71% pour ’olivier spontané et 56,14% pour 1’olivier cultivé.

Les extraits des feuilles d’Olea europaea var. Sativa et olea europaea var. Sylvestris
pouvait ramener le radical libre stable 2.2 diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) au diphenyl-
picylhydrazine jaune-coloré avec un IC50 de 734,86ug/ml pour I’olivier spontané et un IC50
de 747,87ug/ml pour I’olivier cultivé, montrant une activité antioxydante inférieure a celle de
la vitamine C (622,19ug/ml). 1l semble d’aprés ces résultats que 1’acide ascorbique (vitamine
C) est I’antioxydant le plus efficace avec un IC50 de 622,19ug/ml par rapports aux extraits
étudiés (Figure 26). Nous pouvons dire que les extraits des feuilles d’olivier spontané et
cultivé possedent une activité antioxydante intéressante selon la technique de piégeage de
radical libre (DPPH).

Notre plante a montré un bon pouvoir antioxydant pour deux sous-especes, avec une

petite différence entre les valeurs de concentration pour 1’olivier spontané et cultivé.

L’étude de Benmouffok F. (2013), révéle que les resultats d'évaluation de l'activité
antioxydante par le test au DPPHe montre que I’IC50 obtenu pour I’acide ascorbique est ¢gale
a 702pg/ml. Cette valeur est largement proche a celles des extraits, donc la référence posséde
une activité antioxydante tres élevé par rapport aux extraits étudiés. Ces résultats sont en
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accords avec nos résultats.

Une autre étude de I'activité antioxydante des feuilles d'une variété de I'olivier cultivé de
chemlali en Tunisie a été réalisée par Bensalah et al., (2012) a permis d'estimer une IC50 est

de 7,90 pg/ml en utilisant I'eau/méthanol (30/70) (v/v) comme solvant d'extraction.

L'ensemble de ces résultats a permis d'évaluer la richesse des feuilles d’Olea europea en
substances chimiques et qui pourraient représenter une nouvelle source potentielle de
molécules bioactives en thérapeutique. L‘olivier est riche en phénols notamment en
flavonoides, aussi se caractérise par un fort pouvoir réducteur de neutralisation des dommages

cellulaires causés par les radicaux libres (Ruawald et al., 1994).

L’activité antioxydante dépend généralement du nombre et de la position des
groupements hydroxyles par rapport aux groupements carboxyles fonctionnels. La structure
des composes phénoliques est un facteur déterminant de leur piégeage des radicaux libres qui
sont des pathogenes dans de nombreuses maladies. Certains de ces composés sont capable de
chélater le fer, et donc de réduire son excés (Hayes et al., 2011).
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Conclusion

Le but de notre travail consiste a évaluer deux activités biologiques des extraits
méthanolique des feuilles d’olivier cultivé (Olea europaea subsp europaea var. Sativa) et
spontané (Olea europaea subsp europaea var. Sylvestris). Ces deux sous-especes sont
considérées comme des plantes médicinales trés répandues dans le monde ainsi qu’en Algérie.
Elles sont utilisées dans plusieurs domaines tels que le domaine thérapeutique, alimentaire et
médicinal. L’extraction des huiles essenticlles par hydrodistillation a partir des feuilles
d’olivier spontané et cultivé récolté au stade de repos végétatif a donner un rendement tres
faible a nul pour les deux sous- especes, cela peut étre expliqué par la date et le lieu de

récolte.

Le screening phytochémique effectué sur I’extrait aqueux et la poudre des feuilles
d’olivier cultivé et spontané a montré la présence des flavonoides, des glucosides, des tanins,
des anthocyanes et des tanins galliques et I’absence de mucilage, des tanins catéchiques et des

alcaloides.

Les résultats de 1’activité antibactérienne ont permis de constater que les extraits
méthanoiques de 1’olivier cultivé posseédent un faible pouvoir antibactérien contre les souches
E. coli et P. aeruginosa. Cependant le pouvoir antibactérien de 1’extrait de 1’olivier spontané

est meilleur avec un diamétre d’inhibition plus important contre la souche S. aureus.

L’activité antioxydante des deux extraits des feuilles d’olivier spontané et cultivé a été
évaluée par la méthode de piégeage du radical libre DPPH, les résultats obtenus indiquent que
la vitamine C présente une activité plus forte par rapport aux extraits étudiés. D’autre part,
I’extrait des feuilles d’olivier spontané posséde une activité un peu plus importante que celle

de I’extrait des feuilles d’olivier cultivé.
En perspective, il est intéressant de compléter notre travail par :

- Etude d’autres activités biologiques des feuilles d’olivier cultivé et spontané tel que
I’activité anti-inflammatoire, 1’activité hypoglycémiante, 1’activité antifongique.
- Réaliser des extractions des huiles essentielles par d’autres méthodes.

- Récolter les feuilles pendant d’autres stades phrénologiques de cycle végétatif.
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ANNEXE 01

Tableau 11 : Matériel non biologique et produit de laboratoire.

Appareillages

Verreries et autres

Réactifs et solutions

-Agitateur magnétique
-Agitateur Vortex
-Autoclave

-Bain marie
-Balance

-Bec bunsen

-Etuve

-Etuve d’incubation
-Evaporateur rotatif
-Hotte

-Plaque chauffante

-Spectrophotomeétre

-Béchers

-Boites de pétri
-Disques en papier
-Entonnoirs
-Eprouvettes
-Flacons ombré
-Milieux de culture
-Papier filtre
-Pince de laboratoire
-Pipettes

- Seringues
-Spatule

-Tubes ¢ essai stériles

-Acétate de sodium

-Acide chlorhydrique (HCL)

-Acide sulfurique
-Alcool iso amylique
-Ammoniaque
-Chlorure de fer
-DPPH

-Eau distillée

-Eau de javel

-Eau physiologique
-Ethanol

-Formol
-Magnésium
-Méthanol

-Reactif de Drangendorff

-Reactif de sitiasny
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ANNEXE 02

Milieux de culture
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Placer les disqued imprégnés de 1’extrait

_ L’incubation
Figure 27 : Les différentes étapes de 1’activité anti bactérienne
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ANNEXE 03

Tableau 12 : Pourcentage d’inhibition des extraits des feuilles d’olivier spontané et cultivé et
de la vitamine C.

200ug/mi 400 ug/ml 600 ug/ml 800 ug/ml 1000 ug/ml

Do 1% Do 1% Do 1% Do 1% Do 1%

OS | 0,538 | 23,14% | 0,488 | 30,28% | 0,412 | 41,14% | 0,320 | 54,28% | 0,303 | 56,71%

OC | 0,594 | 15,14% | 0,476 | 32% | 0,401 | 42,71% | 0,332 | 52,57/% | 0,307 | 56,14%

VitC | 1.017 | 48.75% | 1.044 | 47.19% | 1.002 | 49.31% | 0.879 | 55.53% | 0.12 | 93.82%

Tableau 13 : Les valeurs d’IC50 de test antioxydant pour 1’olivier spontané, cultivé et la

vitamine C.
Vit C Olivier spontané Olivier cultivé
IC50exprimée en pg/mi 622,19 ug/ml 734,86 ug/ml 747,87 ug/ml
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