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Résumé

Ce travail a porté sur ’extraction des polyphénols des feuilles et fruits d’Olea europea L.
récoltées a Cap Djanet, la wilaya de Boumérdes au mois Décembre, afin de déterminer la
teneur en compos¢€ phénoliques et, I’évaluation de leurs effets thérapeutiques (I’activité

antioxydant, et antimicrobienne).

Au cour de notre travail nous avons utilisé pour I’extraction la technique de macération

dans le méthanol pendant 15 jours a 4°C, avec une agitation d’une demi-heure chaque jours.

Les teneurs les plus ¢élevées ont était enregistrées chez 1’extrait aqueux de fruits sauvages
avec (0,57 EAG/g), suivi par I’extrait des feuilles sauvage avec (0,47 EAG/g) et I’extrait de
fruits cultivé avec (0,44 EAG/g). Cependant, I’extrait des feuilles cultivé a montré une teneur

plus faible de (0,28 EAG/g).

D’apres les résultats de la technique du piégeage du radical libre DPPH, I’Olea europaea

L. a montré une bonne activité avec les quatre extraits, en particulier, 1’extrait polyphénolique

des feuilles de ’olivier sauvage qui a présenté une Clsg inférieure a 0.5mg/ml.

Toutes les souches testées bactériennes et fongiques sont apparues sensibles, treés sensibles
ou extrémement sensible au contact des déférents extraits polyphénoliques d’Olea europaea

L. (Feuilles et fruits).

Mots clés : Olea europea L., fruits et feuilles, polyphénols totaux, extrait aqueux, activité

antioxydant, activité antimicrobienne.



Abstract

This work focused on the extraction of polyphenols and leaves of Olea europea L. fruits
harvested Cap Djanet, Boumerdes in the month of December, to determine the phenolic
compound content and assessing their effects therapeutic (antioxidant activity and
antimicrobial). At the heart of our work we used for extraction maceration technique in

methanol for 15 days at 4°C, with a stirring half an hour each day.

The highest levels were recorded was in the aqueous extract of wild fruits with
(0.57 EAG / g), followed by the extract of wild leaves with (EAG 0.47 / g) and the extract of
cultivated fruits with (0.44 EAG / g). However, the extract of the leaves grown showed a
lower grade (0.28 EAG / g).

The results of the technique of trapping the free radical DPPH, Olea europaea L. showed

good activity with the four extracts, in particular, the polyphenolic extract of the leaves of the

wild olive which presented an ICs( less than 0.5 mg/ml.

All bacterial and fungal strains tested appeared sensitive, very sensitive and extremely

sensitive to touch deferent polyphenolic extracts of Olea europaea L. (leaves and fruits).

Keywords: Olea europea L., fruits and leaves, total polyphenols, water extract, antioxidant

activity, antimicrobial activity.
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Liste d’abréviation

EAG: Equivalent d’Acide Gallique.

UV: Ultra-violet.

A. niger : Aspergillus niger.

C. albicans : Candida albicans.

E. coli : Escherichia coli.

P. aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa.
S. Pneumoniae : Streptococcus pneumoniae.
S. typhi : Salmonella typhi.

71 : Zone d’inhibition.

ul : Microlitre.

En : English.

Es : Espagnole.

It : Italie.

Ar : Arabe.

Afidol : Association Francaise Interprofessionnelle De 1'Olive.

< : Inferieur.

ATCC : American Type Culture Collection.
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INTRODUCTION

Au cours de cette derniere décennie, énormément de travaux de caractérisation et
valorisation des composés phénoliques sont réalisés sur les olives et leurs dérivés (Biekas et
al., 2002; Briante et al., 2002; De Marco et al., 2007; Malik et Bradford, 2006 ; Romero et a!.,
2004) mais aussi sur les feuilles d'olivier (Japon et al., 2006), a cause de leurs déférent
activité et leurs application dans plusieurs domaine telle que le pharmaceutique (extraction de

I’oleuropéine) et le cosmétique (formulation photo protectrice) (Skerget et al., 2005).

En Algérie, I’olivier est largement exploité par les populations locales, en terme de ’huile
d’olive et d’olive de table, mais les propriétés médicinales des feuilles sont méconnues de la
majorité de la population surtout celles de 1’oliviers sauvages qui est utilisé uniquement
comme porte greffe ou pour 1’alimentation animale (Malik et Bradford, 2006).

Dans le cadre de la valorisation d’Olea europea Algérien, cultivés et sauvages, et afin
d’informer les populations locales et de former les étudiants sur I’importance des feuilles et
fruits dans la phyto-thérapeutique, a travers un programme de recherche portant sur la
thématique de 1’utilisation des extraits polyphénoliques développées au laboratoire de
recherche de Biotechnologies des Plantes Aromatiques et Médicinales (BPAM) d’université
de Blida 1, dont nous avons mené¢ ce travail durant trois années successives. Dans ce cadre
plusieurs travaux ont abouti & montrer I’importance des polyphénols aussi bien de par leur
quantité que de par I’importance de leurs propriétés biologiques, activité antimicrobienne,
activité antioxydant, anti-inflammatoire, notamment I’activité hypo-glycémiante (Lami, 2013;

Daya, 2014 ; Ibrir, 2015).

Ce présent travail a pour objectifs de compléter les études accomplies, par 1’étude de la
variation de la teneur en polyphénols et I’activité antioxydant et antimicrobienne des
polyphénols présents dans les extraits méthanoliques des feuilles et fruits d’Olea europea L.

Pour cela, et dans un premier temps, le travail sera principalement axé sur une recherche
bibliographique sur I’historique, la description botanique, la taxonomie, et les intéréts
biologiques de I’olivier, de ces extraits de polyphénols et leurs activités biologiques.

En deuxiéme partie, la présentation du matériel et les méthodes de travail utilisés dans
I’extraction des polyphénols totaux et I’évaluation de deux activités biologiques :

-L’évaluation in vitro de I’activité antioxydant des extraits polyphénolique par le test DPPH.
-L’évaluation in vitro de 1’activité antimicrobienne des extraits vis-a-vis sept souches
microbienne (Cinque bactérie, un champignon, et une levure).

Et en troisi¢éme partie, nous présentons les résultats obtenus suivis par discussions, une
conclusion et perspectives.



CHAPITRE I: OLIVIER «Olea europea L.»

1. Historique

L’olivier est cultivé depuis le IV® millénaire avant JC en Afrique du Nord, en Phénicie et
en Syrie. Il s’est diffusé ensuite dans d’autres territoires de méditerranée orientale (Palestine,
Egypte, Chypre) (Brothwell, 1969), grice aux échanges commerciaux des Phéniciens. Les
Grecs ont aussi participé a I’extension de I’aire oléicole avec leurs colonies d’Emilie et de
Provence. L’olivier se répand donc au gré des grandes vagues de civilisation. Les Romains
ont permet ensuite, une grande extension des oliveraies et d’échanges d’huile d’olive fait
apparaitre une lere spécialisation oléicole dans certaines provinces comme la Bétique
(Andalousie) (Mahbouli, 1974).

A Tolivier est attachée une image forte, celle de paysages méditerranéens, cet arbre
accompagne les mythes fondateurs des cultures méditerranéennes, bible, coran, grands textes
classiques grecs, arbres des dieux symbole de force et de longévité de paix (Breton et a/ .,

2006).

2. Généralité et caractéristique

L’olivier est un arbre typiquement méditerranéen connu chez les Phéniciens depuis la
haute antiquité ; il est désigné par le mot Zeitoun et se caractérise par un fruit, I’olive dont
I’huile tirée de ce fruit appelé « Zit » qui est un composant essentiel du régime méditerranéen.
Ces deux mots sont couramment employés dans le vocabulaire Amazigh (Boudribila, 2004).

L’olivier, était et il est toujours principalement cultivé pour ses olives bien qu'il a
aujourd'’hui intégrées le statut d'arbre d'ornement. C'est un arbre moyennement trapu
(moyenne de 2m) qui peut pour certain sujet atteindre les 15 meétres de hauteur (Wagner,
1999).

L'olivier peu vivre plus de 1000 ans, son tronc tourmenté et noueux porte a sa base de
nombreux rejets dans sa condition mi-sauvage. Le bois d'olivier est brun clair veiné de
marbrures sombres, il est apprécié parles ébénistes et les sculpteurs.

Les feuilles de 1'olivier sont persistantes, avec une durée de vie de trois ans (Metzidatis
,1997).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 'arbre au
détriment de la production fructi-florale (Ben Ahmed et a/., 2007).

Pour le systéme racinaire, il s’adapte a la structure des sols, il reste a une profondeur de
500 a 700 cm et se localise principalement sous le tronc, mais ces racines forment une couche

ligneuse tres importante, dans laquelle s’accumulent des réserves (Loussert et Brousse ,1978).



CHAPITRE I: OLIVIER «Olea europea L.»

Le fruit est constitué de trois parties :
- La peau (Epicarpe): qui est recouverte d’une matiere cireuse imperméable a 1’eau (la
pruine).le changement de couleur est due a une oxydation effectuée par des phénol-oxydases.
- Pulpe (Mésocarpe): charnue et riche en matiére grasse stockée durant la lipogénese.
- Paroi de noyau (Endocarpe).
Le noyau (amandon) est trés dur, osseux, contient une graine, rarement deux (Afidol, 2007).

La section transversale couplée a la composition physique et chimique est rapportées dans

la figure 1.

% du poids sec de I'olive

Epicarpe 20a25
Meésocarpe (= pulpe) 7154805
Endocarpe (paror du noyau) 1734230
Amandon 20as55

L

Figure 1: Section transversale (Bianchi, 1999), composition physique et chimique

de I'olive (Nefzaoui, 1991).



CHAPITRE I: OLIVIER «Olea europea L.»

3. Systématique
La classification d” Olea europea L.selon Ghedira (2008) est la suivante :
- Régne : Plantae.
- Division : Magnoliophyta.
- Classe : Magnoliopsida.
- Sous classe : Asteridae.
- Ordre : Scrophulariales.
- Famille : Oleaceae.
- Genre : Olea L.
- Espéce : Olea europea L.
- Sous-especes : - Olea europaea Sativa.

- Olea europaea Sylvestris.

-Noms communs de ’olive : en: olive, es : olivo, it : olivo, ar : Zaitoune Jsu i/

-Noms vernaculaires

Tableau 1 : Les noms vernaculaires d’Olea europaea L.(Boudribila, 2004).

Oliviers sauvages (sylvestris) Oliviers cultivés (sativa)
Arabe Berbere Arabe Berbere
zebbouj Azemmour
zenbotidje Tazebboujt Zitoun. Tazemmourt.
Azzemmour : désigné sous cette appellation en
Kabylie et dans le haut Atlas au Maroc.

4. Variétés

L'olivier appartient a famille des Oléacées, qui comprend des especes étendues comme le
Jasminum (jasmin), le Ligustrum (henné), et 1'Olea (olivier). Le genre Oléa comprend 30
especes différentes, distribuées dans le monde entier, parmi lesquelles on trouve Oléa europea
L. avec ses deux sous especes, 1'olivier cultivé ou olivier commun (Olea europaea sativa) et

l'olivier sauvage ou oléastre (Olea europaea sylvestris) (Civantos, 1998).

4.1 L'olivier sauvage ou oléastre
La présence de 1’olivier sauvage remonte aux alentours de 6000 av. JC, en Asie mineure.
Est un arbrisseau épineux toujours vert et vivace qui croit spontanément dans les bois
méditerranéens. Ses rameaux sont épineux et de section presque carrée (Besnard et Bervillg,

2000).C'est une plante oléagineuse ; on peut extraire a partir de son fruit, une huile qui
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présente des vertus thérapeutiques diverses tres fluide et fine avec un indice de viscosité tres
inférieur a celui de I'huile d'olive cultivé. Cette fluidité la rend tres volatile et pénétrante lors
des massages (Besnard et Berville, 2005).

Battandier et Trabut (1888), rapporte que 1’oléastre d’Algérie comme spontané pousse
naturellement sur le pourtour de la méditerranée et participe a la constitution du fourré
littorale. 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 et al., 2011).

4.1.1 Description botanique

e Feuilles

Elles sont simples, ovales, persistantes et opposées ; elles sont blanc argenté a la face
inférieure, vert grisatre a la face supérieure. Elles sont plus petites que celles de l'olivier
cultivé.
e Fleurs

Elles sont petites et blanches, a quatre pétales, sont réunies en grappes dressées.
e Fruits

IIs sont ordinairement petits appelés « Drupes », ovoides, vertes puis noires a maturité, a
noyau dur fusiforme, avec une faible épaisseur de pulpe, donc ils donnent peu d'huile (Fig.2)

(Bruneton, 1999 et Ghedira, 2008).

4.2 L’olivier cultivé
Est constitué par un grand nombre de variétés améliorées, multipliées par bouturage ou
greffage et non connus a 1’état sauvage. Les oliviers sont maintenus a une hauteur de trois a
sept metres afin de faciliter leur entretien et la récolte des fruits (Ben Ahmed et al., 2007).
L’olivier cultivé a été dérivé de la domestication de I'olivier sauvage ou 1’oléastre, car ils

sont semblables a la forme sauvage (Zohary, 1973).
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4.2.1 Description botanique

e Feuilles

Dur et ayant une forme allongées, leur situation sur le rameau est dite "opposée", le pétiole
est court enroulé sur les bords. La face supérieure des feuilles est luisante vert foncée, tandis
que la face inférieure présente un aspect argenté di a la pruine (Metzidatis ,1997).
e Fleurs

Elles sont blanches et odorantes avec un calice, deux étamines, une corolle a quatre pétales
ovales, et un ovaire qui porte un style assez épais et termin¢ par un stigmate (Aerts, 2006).

Elles sont déposées en grappes sur une longue tige. L’olivier produit deux sortes de fleurs,
une parfaite qui contient les deux sexes male et femelle et une staminée (Bernie et al., 2006).
e Fruits

Le fruit est une drupe avec une pulpe charnue riche en matiere grasse. D'abord vert, il
devient noir a maturité compléte et donne une huile recherchée« I’huile d’olive » et aussi les

olives de table (Fig.2) (Bernie et al., 2006).

Figure 2: Présentation des deux especes d’olivier étudié : Olivier cultivé (Olea europea

sativa) et Olivier sauvage (Olea europea sylvestris).
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5. Taxonomie et origine génétique

L’olivier appartient a la famille des Oleacéaes, genre Olea, le nombre chromosomique de
2n= 46 chromosomes. L’origine génétique de I’olivier est jusqu’a présent mal connue,
I’oléastre a toujours été considéré comme 1’ancétre de 1’olivier cultivé, les relations entre ce
dernier et I’oléastre sont discutées depuis I’ Antique, ils sont considérés comme tres proche
botaniquement, les botanistes en ont fait deux sous espece de la méme espéce Olea europaea
L. (Terral et al ., 2004). Breton et al., (2006) vue que I’olivier cultivé et I’oléastre sont
génétiquement tres proches.

L'olivier cultivé peut s'échapper des cultures et revenir a un état apparemment sauvage.
Dans la plupart des pays, certains cultivars portent des fruits de petite taille, comme,

«Arbequina» en Espagne, ou «Cailletier» en France (Fig. 3) (Breton et al., 2008).

AREEQUINA DLIVES

¥ OLIVES ARBEQUINES

Figure 3: Arbéquina et Cailletier commerciales (Breton et al., 2008).

6. Cycle de développement de ’olivier

Apres le repos hivernal de Novembre a Février, la végétation démarre a partir de Mars a
Avril, les pousses terminales s’allongent, les bourgeons axillaires se développent apres s’étre
différenciés en boutons floraux ou en yeux a bois, les bourgeons végétatifs débourrent vers la
fin du mois de Mars un peu apres les bourgeons floraux, la floraison se déroule entre Mai et
Juin, I’endocarpe (noyau) se scarifie en Juillet - Aolit. La pousse de printemps la plus
importante dans la croissance annuelle, dure jusqu'a mi-juillet environ, une deuxiéme pousse
peut avoir lieu entre septembre et mi-octobre, si les conditions le permettent (Argenson et

al.,1999). Toutes les étapes de cycle de vie sont représentées dans la figure 4.
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Stade hivernal. Réveil végétatif. Formation des grappes florales.

Gonflement des boutons Différenciation des corolles.  Début de floraison.
Floraux.

Pleine floraison. Chute des pétales. Nouaison.

l_.’\Ll :

Grossissement des fruits Grossissement des fruits.
ler stade.

Figure 4 : Le cycle de vie de I’olivier (Argenson et al ; 1999).
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7. Distribution géographique

L’aire de répartition de I’olivier forme une bande étroite et relativement régulicre de long
des rivages Nord et Est de la méditerranée et autour de la mer Noire, surtout en Egypte, en
Tunisie, en Algérie, au Maroc, en Espagne, en Italie, en Gréce, en Turquie, en France, en
Croatie et a I’archipel des Iles Canaries (Verdier, 2003).

On trouve 97% des 850 millions d’oliviers, qui couvrent une superficie de 9500000
hectares, dans le monde poussent en région méditerranéenne, qui reste une zone privilégiée
par rapport au reste du monde pour la culture de I’olivier grace a son climat adéquat tant au
niveau de la température mais aussi au niveau de 1’hydrométrie (Ghedira, 2008). Aujourd’hui
on trouve des plantations en Californie, Australie, Afrique du Sud. Cette répartition
géographique est influencée par des facteurs climatiques et pédologiques (Gaussorgues, 2009
; Carrion, et al., 2010).

Les populations d'oliviers sauvages sont limitées a quelques secteurs isolés des foréts
natales de la Méditerranée (Fig.5), ou le pollen peut étre distribué par le vent et les oiseaux

(Lumaret et al., 2004).

Bl wild
[ Cultivated

Figure 5: Aire de répartition de I’olivier sauvage et cultivée dans le bassin

Méditerranéen (Carrion, et al., 2010).

7.1 Dans notre pays

L’olivier algérien se répartit sur trois zones oléicoles importantes :

e La zone de la région Ouest : représente 31400 hectares répartis entre 5 wilayas : Tlemcen,
Ain-Temouchent, Mascara, Sidi-Bel-Abbés et Relizane.

e La zone de la région Centrale : représente 57.5 du verger oléicole national, répartis entre 6
wilayas : Ain-Defla, Blida, Boumerdé¢s, Tizi-Ouzou, Bouira et Bejaia.

e La zone de la région Est: représente 26.1 du patrimoine national, et répartis entre 4

wilayas : Jijel, Skikda, Mila et Guelma (Bouchefra et Idoui, 2012).



CHAPITRE I: OLIVIER «Olea europea L.»

7.2. Facteurs influencant la répartition
7.2.1 Le climat
La culture de l'olivier se calque sur les données climatiques méditerranéennes,
caractérisées par une grande luminosité, des étés chauds et secs, des automnes et printemps
pluvieux, et des hivers doux.
7.2.2 Le sol
Le sol doit étre bien aéré pour permettre 1'apport d'oxygene aux racines, les sols filtrants,
avec cailloux et graviers, seront donc préférés aux sols asphyxiants.
Il est donc indispensable, avant toute plantation, de procéder a une étude de la

topographie, du profil du terrain et a une analyse physico-chimique du sol (Argenson, 1999).

8. Production Algérienne et mondiale de ’olivier
L’ Algérie se positionne apres I’Espagne, I’Italie, la Gréce et la Tunisie qui sont, par ordre
d’importance, les plus gros producteurs au monde d’huile d’olive (Djeziri, 2012).
La figure 6 montre la production mondiale d’olive dans la période 2006-2007.
1.1% 43.3% m s pag
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Figure 6 : La production mondiale d’olive (2006-2007) (Djeziri, 2012).

9. Variétés d’oliviers cultivé en Algérie
- Variété « Siguoise » :

Olive de Tlemcen appelée aussi olive du Tell ou Picholine Marocaine. On la rencontre de
Oued Rhiou jusqu’a Tlemcen. Cette variété est utilisée principalement pour la production
d’olives de table en vert ou en noir et également appréciée pour la production d’huile.
- Variété « Sévillane » ou Gordal :

D’origine Hispanique, se localise dans les plaines de littorales Oranaises. Cette variété

présente de trés gros fruits, utilisée uniquement pour la production d’olives de table en vert.

10
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- Variété « Rougette » de la Mitidja:
Fréquente dans la plaine de la Mitidja et sur le piémont de 1’Atlas, ¢’est une variété a huile.
- Variété « Chemlal » :

Sans doute la plus réputée en Algérie, c’est une olive a huile. Son aire de distribution va de
1’ Atlas Blidéen jusqu’aux Bibans et le Guergour.
- Variété « Limli » :

C’est la variété des versants montagneux de la basse vallée de la Soummam jusqu’a la mer,
c’est une bonne variété a huile.
- Variété «Blanquette» :

Se localise a Guelma, c’est des variétés a huile qui coexistent en mélange dans les régions

de I’Est du pays (Besnard et Berville, 2005).

10. La valeur nutritionnelle

Actuellement il y a plus de variétés d’olives cultivées pour la consommation de table vert
ou noir, et surtout pour son huile riche en acides gras insaturés. Les feuilles d’olivier ont des
propriétés hypotensives, vasodilatatrices, hypoglycémiantes et d’autres utilisations
médicinales (Meslaycet 2007). A part les valeurs médicinales, I’olive contient d’autres

¢léments comme on le voit dans le Tableau 2 :

Tableau 2 : Apport nutritionnel moyen de 100 g d’olive noir (Simpson et Orgozaly, 2001).

L’élément La concentration
Eau 77%
Calories 103 calories
Protéines 09¢g
Acides Gras I1g
Carbohydrates 0
Vitamine A 180 mg
Vitamines C 0
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11. Les maladies de I’olivier

Tableau 3 : Les principales maladies de 1’olivier (Argenson et al., 1999 ).

Les maladies

La cause

Les symptomes et dégats

Noire et évitable fumagine

(Capnodium oleaginum.)

La fumagine. (complexe
des champignons)

-L’ensemble de végétales
recouvert d’une sorte de
poussiéres noire.

-La fonction de chlorophyllienne
des feuilles peut étre stoppée.

(Eil de paon.

(Cycloconium oleaginum.)

Entrainées par le vent et la
pluie, les conidies (organes
microscopiques qui
permettent la diffusion de
la maladie) émettent des
Zoospores qui provoquent
la maladie.

-La défoliation peut
compromettre non seulement la
récolte de I’année mais
¢galement la vie de I’arbre.
-Provoque la chute des feuilles.
-Provoque la chute des fruits.

Cochenille noire.

Forte population de

-Affaiblit ’arbre.

(Saissetia oleae Bern.) Cochenilles.
-La consommation des organes
floraux rend toute la fécondation
La Teigne de I’olivier. La teigne.

(Prays oleae Bern.)

impossible Pour les fruits les
dégats se manifestent par deux
chutes successives. Alors la
teigne provoque 30-40% des
pertes d’olive.

La mouche de I’olivier.
(Bactrocera oleae Gmel.)

La mouche de 1’olivier.

-Perte de récolte par la chute des
fruits

-Diminution du rendement en
huile et détérioration de la
qualité de I’huile par
augmentation de son acidité.

12
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12. Utilisation des feuilles et fruits d’olivier

Tableau 4 : Une revue bibliographique sur les utilisations des feuilles d’olivier.

Domaine Applications références
-Utilisation dans 1’alimentation des - Martin-Garcia et al.,2003.
Alimentation | moutons et chévres. - Botsoglou et al., 2010.
Animal. -Utilisation dans 1’alimentation des - Govaris et al., 2010.
dindes pour améliorer la qualité de leurs
viandes.
-Consommation humaine d’infusion - Giao et al., 2007.
Thérapeutique. | des feuilles d’olivier qui est bénéfique
pour la santé.
-Extraction des composés phénoliques, - Japan-Lujian et al., 2006.
notamment 1’oleuropéine. - Lee et al., 20009.
-Extraction des composés phénoliques. - Altiok et al., 2008.
-Extraction de I’oleuropéine et production | - Mylonaki et a/.,2008.
d’hydroxytyrosol. - Haoyuan, 2006 (brevet).
Pharmaceutique | -Extraction des composés triterpéniques. | - Ziqi et al., 2007 (brevet).

-Extraction de tocophérol.
-Extraction de flavonoides.
-Extraction de stérols et alcools gras.

-Extraction de mannitol.

- Leslie, 1999 (brevet).

- Bouaziz et Sayadi, 2003.

- Sanchez-Avila et al., 2009.

- Somova et al., 2003.

-Orozco-Solano et al., 2010.

- Ghoreishi et al., 2009.
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-Utilisation dans la formulation des
produits cosmétiques.
-Formulation photo protectrice.

-Formulation a destination cosmétique

- Tadashi, 2006.
- Thomas et al., 2006.

- Pinnell-Sheldon et Omar

Cosmétique | et/ou diététique contenant un mélange de | Mostafa, 2004.
lycopene et d’extrait de feuille d’olivier :
Utilisation de I’extrait pour améliorer la
solubilisation de lycopéne.
- Hayes et al., 2009.
-Ajout a la viande hachée bovine. - Lalas et al., 2011.
-Enrichir I’olive de table.
-Stabilisation de I’huile de tournesol. - Farag et al., 2007.
-Utilisation dans la formulation de
Industrie boisson de santé pour consommation
Alimentaire | humaine.
-Formulation d’une tisane.
-Séchage et broyage et utilisation comme
ingrédient dans la formulation d’aliments.
Utilisation d’une hydroperoxide-lyase des | - Ben Akacha et Gargouri,
Biochimie feuilles d’olivier pour la syntheése de note | 2009.
verte.
Bioshynthése de nanoparticules d’or. - Khalil et al., 2010.
Sidérurgie Inhibition de corrosion acide de 1’acier. - El-Etre et al., 2007.
Dépollution | Utilisation comme sorbant pour enlever le | - Hamdaoui, 2009.

cadmium de milieu aqueux.
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1. Généralités sur les polyphénols

Le terme polyphénol a été introduit en 1980, en remplacement au terme ancien de tanin
végétal et a été défini comme suit: composés phénoliques hydrosolubles, de poids moléculaire
compris entre 500 et 3000 Dalton et ayant, outre les propriétés habituelles des phénols, la
capacité de précipiter les alcaloides et la gélatine (Cowan, 1999).

La désignation générale «composés phénoliques» concerne a la fois les mono, les di et les
polyphénols dont les molécules contiennent respectivement une, deux ou plusieurs fonctions
phénoliques (Fleuriet A., Jay-Allemand C., Macheix J.J., 2005).

Ce sont des métabolites secondaires des plantes (Garcia-Salas et al., 2010), élaborés par la
voie de shikimate et 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 libres ou engagés avec un glucide (tableau 5)
(Charpentier et Boizot, 2006).

On les retrouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits, et ils font donc partie
intégrante de notre alimentation (Bravo, 1998).

Ces phytonutriments sont responsables de la pigmentation (teinte des feuilles, couleur des
fruits et des fleurs) (Serrano et al., 2010), et jouent également un rdle dans la croissance, la
reproduction et la protection des plantes contre les agressions pathogenes (Drewnoski et al.,

2000; Zem et Fernandez, 2005).

2. Principales classes des composés phénoliques

Les auteurs soutiennent que plusieurs milliers de polyphénols ont été déja identifiés et que
plusieurs centaines sont présentes dans les parties comestibles des aliments (Beta et al., 2005)
(Tableau 5).Les catégories des polyphénols les plus courantes et qui forment le groupe des

composés phytochimiques le plus important des plantes sont :

2.1. Acides phénoliques (C6-C1 ou C6-C3)

Sont contenus dans un certain nombre de plantes agricoles et médicinales (Psotova et
al.,2003). Parmi les acides phénoliques, figurent 1’acide caféique, 1’acide vanillique, I’acide
férulique et D’acide gallique (Hale, 2003). IIs sont considérés comme substances
phytochimiques avec des effets antioxydants, de chélation et anti-inflammatoire. Leur toxicité

est faible et sont considérés, généralement, non toxiques (Psotova et al., 2003).
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2.2. Lignanes (C6-C3)2
Les graines de lin sont une source alimentaire importante de lignanes, bien que ces
composés se retrouvent également en quantités moindres dans plusieurs autres céréales, les

légumineuses, les lentilles, et I’haricot blanc (Charles et Benbrook, 2005).

2.3. Stilbénes (C6-C2-C6)

Ne se retrouvent qu’en petites quantités dans 1’alimentation humaine. Dans cette
catégorie, le resvératrol est le polyphénol le plus couramment étudi¢ (Manach et al., 2004),et
synthétisés par la plante suite a un stress. Ces molécules peuvent s‘oxyder sous l‘action
d’enzymes, la stilbéne oxydase et les peroxydases (Perret, 2001).

Contrairement aux flavonoides, les Stilbénes sont peu répandus chez les végétaux; le
raisin et le vin rouge constituent l'apport alimentaire le plus important de ceux-ci (Krisa et al,,

1997).

2.4. Flavonoides (C6-C3-C6)

La majorit¢ des flavonoides ont une structure chimique semblable: deux anneaux
aromatiques liés par trois atomes de carbone qui forment un composé hétérocyclique oxygéné.

Les flavonoides se divisent en six sous-catégories : les flavonols, les flavones, les
isoflavones, les flavanols (catéchines et proanthocyanidines), les flavanones et les

anthocyanidines (Charles et Benbrook, 2005).

2.5. Les tanins

Les tanins sont des composés phénoliques solubles dans 1’eau et les solvants polaires. On
les trouve dans nombreux végétaux tels que les écorces d’arbres, les fruits (raisin, datte, café,
cacao...) et les feuilles de thé (Hagerman, 2002).

Les tanins ont la propriété de tanner la peau, c’est a dire de la rendre imputrescible ; cette
propriété est liée a leur aptitude a se combiner a des macromolécules (protéines,
polysaccharides...) (Ghestem et al., 2001).

On distingue habituellement, chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins
différents par leur structure : les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Bruneton,

1999).
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Tableau 5 : Classification des familles des composés phénoliques (Garcia-Salas et al., 2010).

Nombre de Classe. Structure chimique. Sources.
carbone.
Phénols simples. 4 g—oH
Cé - — ‘s
Benzoquinones. D.=<_:>=.3 Céréales,
C6-C1 Acide bel’lZO.l.que. (&':'J]—CDGH abricot’ banane,
Acétophénones. @—E‘}" chou-fleur.
C6-C2 . =
Acide : @_’,m
phénylacétique.
- Carotte, tomate,
Acide Cinnamique. & céréales
C6-C3 (004 :
aubergine.
Coumarines. g Carotte, céleri,
citron, persil.
C6-C4 Naphthoquinones. @(’P Abricot.
C6-C1-C6 Xanthones. m Mangue.
C6-C2-Cé6 Stilbénes.
Raisin.
Anthraquinones. @,f:l@ (
Largement
C6-C3-Co Flavonoides. Distribués.
(C6-C3)2 Lignanes. O b= O Seigle, blé.
Polymere hétérogene.
(C6-C1) n | Tanins hydrolysables. Compos¢ d'acides phénoliques et de sucres Grenade,
simples. )
— - - framboise.
Lignines. Polymeére aromatique.
(C6-C3)n Fortement réticulé.
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3. Facteurs de variabilité de la teneur en polyphénols

3.1. Effet des facteurs externes
Le métabolisme phénolique est particulierement sensible a I’action des facteurs externes
comme la lumiere, la température, les microorganismes pathogenes et les traitements
appliqués par I’homme (Dinelli et a/., 2006).
3.1.1. Lumiére

L’importance de la lumiere (spectre visible mais aussi UV contenus dans le rayonnement
solaire) sur I’accumulation des anthocyanes se résume par I’intervention de deux parametres:
d’une part I’intensité du flux lumineux et d’autre part la nature des radiations constitutives.
Elle agit directement, par I’intermédiaire des radiations bleues et rouges et du pigment
végétale phytochrome sur 1’activation du promoteur des geénes phénylalanine ammonia lyase
(PAL), ce qui se traduit alors par la transcription des ARNm puis la formation de la protéine
enzymatique (enzyme du métabolisme) (Hahlbrock et al., 1995).

3.1.2. Température

La température est également un facteur de régulation de 1’expression du métabolisme
phénolique, souvent en interaction avec la lumiére. Ainsi, un abaissement de la température
associ¢ a un traitement lumineux adéquat induit fréquemment une accumulation des
anthocyanes. La encore, la régulation pourrait intervenir au niveau de PAL elle-méme, des
inhibiteurs de 1I’enzyme pouvant étre mis en place sous I’effet des températures €levées.

Des perturbations du métabolisme phénolique peuvent quelques fois apparaitre a la suite
des traitements d’organes végétaux au froid, conduisant alors a des brunissements (Rhodes et
al.,1981).

3.1.3. Microorganismes pathogénes

La contamination du végétal par des microorganismes pathogenes entraine également une
forte augmentation des teneurs en composés phénoliques, correspondant a la mise en place
des mécanismes de défense de la plante (Dixon et Paiva, 1995).

3.1.4. Traitements appliqués par I’homme

Certains traitements (application de fertilisants, irradiations, etc.) peuvent moduler la
teneur de la plante en composés phénoliques, soit au cours de la croissance, ou bien au cours
de la conservation des organes végétaux. Les conséquences sont souvent prévisibles car la
réponse peut €tre trés variable d’une espece a 1’autre et en fonction des doses appliquées et

des durées de traitements. De profondes modifications de I’équipement phénolique
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interviennent également lorsque les organes végétaux sont soumis a des procédés

technologiques destinés a les transformer (blanchiment, cuisson, etc.) (Macheix et al., 2005).

3.2. Stade physiologique

Les teneurs en composés phénoliques des organes végétaux sont également variables en
fonction du stade physiologique. A [’exception des anthocyanes, la concentration en
composés phénoliques se décroit au cours de la croissance et de la maturation. Chaque groupe
de composés phénoliques peut évoluer au cours de la croissance selon une cinétique qui lui est
propre, ce qui conduit alors a des proportions variables des différents composés en fonction

du stade physiologique atteint (Macheix et al., 2005).

3.3. Effet de I’espéce et de la variété

L’expression du métabolisme phénolique dans la plante est la traduction du patrimoine
génétique propre a chaque espece. La nature et la teneur en composés phénoliques accumulés
sont donc d’abord une caractéristique de I’espece végétale considérée. En effet, il est possible
de caractériser les différentes variétés d’especes par une véritable empreinte phénolique qui
peut étre utilisée pour la certification de variétés nouvelles obtenues par hybridation. Ces
méme s’approches peuvent permettre de déceler certaines fraudes dans des produits de
I’agroalimentaire (Fleuriet et Macheix, 2003).

A P’intérieur d’une méme espece végétale, on peut également constater des différences trés
importantes entre les diverses variétés ou cultivars, quelquefois plus importantes qu’entre les

especes elles-mémes (Macheix et al., 2005).

4. Localisation des Polyphénols dans les plantes

A I’échelle de la cellule, les composés phénoliques sont principalement répartis dans
deux compartiments : les vacuoles et la paroi. Dans les vacuoles, les polyphénols sont
conjugués, avec des sucres ou des acides organiques, ce qui permet d'augmenter leur
solubilité et de limiter leur toxicité pour la cellule. Au niveau de la paroi, on trouve surtout de
la lignine et des flavonoides liés aux structures pariétales. Les composés phénoliques sont
synthétisés dans le cytosol. Au niveau tissulaire, la localisation des polyphénols est liée a leur
role dans la plante et peut étre trés caractéristique. Au sein des méme feuilles la répartition des
composés est variable, par exemple les anthocyanes et les flavonoides sont majoritairement
présents dans 1’épiderme. Au niveau de la plante entiere, il faut noter que certains composés

ne sont accumulés que dans des organes bien définis (Bénard, 2009).
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5. Role et intérét des composés phénoliques

5.1. Role physiologique

Des travaux plus anciens (Alibert et al., 1977, cité par Bahorun, 1997) ont montré que les
phénols seraient associés a de nombreux processus physiologiques : croissance cellulaire,
différenciation organogene, dormance des bourgeons, floraison et tubérisation.

Les composés phénoliques participent aux mécanismes d’inhibition tégumentaire: au
moment de la germination, I’oxydation des phénols capte une partie de I’oxygene nécessaire a
la reprise de I’activité respiratoire de I’embryon ce qui retarde la sortie de la plantule
(Guignard, 1996).

Une des fonctions majeures des flavonoides est de contribuer a la couleur des plantes
notamment a celle des fleurs. Or, c’est par la couleur de ses fleurs que la plante exerce un
effet attracteur sur les insectes et les oiseaux pollinisateurs, assurant par ce biais une étape
fondamentale de sa reproduction (Maillard, 1996).

Les flavonoides montrent des propriétés intéressantes dans le contrdle de la croissance et
du développement des plantes en interagissant d’une maniére complexe avec les diverses
hormones végétales de croissance (Marfak, 2003). La capacité d’une espece végétale a
résister a I’attaque des insectes et des micro-organismes est souvent corrélée avec la teneur en

composés phénoliques (Bate Smith, 1973, cité par Aron, 2007).

5.2. Role technologique

Les composés phénoliques jouent un role important dans la qualité organoleptique des
fruits et [égumes, utilisés frais ou apres transformation industrielle. (Perret, 2001).

Les polyphénols interviennent dans la qualité alimentaire des fruits. Certains
flavonoides participent a la coloration des fruits mirs. Ils conférent aux fruits et légumes leurs
teintes rouges ou bleutées (Marfak, 2003).

IIs déterminent également la saveur des fruits : les tanins sont a I’origine de la sensation

d’astringence des fruits non mirs, (Dubois et al., 1977, cité par Bahorun, 1997).

5.3. Réle biologique et thérapeutique chez ’'Homme

Le role des composés phénoliques est largement montré dans la protection contre
certaines maladies (Fig.7), quelques exemples de ces composés et leurs activités biologiques

sont récapitulés dans le tableau N°6.
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Tableau 6: Propriétés biologiques des quelques polyphénols dans 1’organisme.

Polyphénols

Activités biologiques

Auteurs

Acides Phénols.

(cinnamiques et

Antibactériennes, anti-ulcéreuses,

antiparasitaires antifongiques,

-Sannomiya et al., 2005.
-Gurbuz 1., Yesilada E., Ito

benzoiques) antioxydants. S., 2009.
Protectrices vasculaires, anti- -Ito et al., 2005.

Coumarines. inflammatoires, anti parasitaires -Smyth T; Ramachandran
analgésiques et anti-cedémateuses. V. N.; Smyth W. F., 2009.
Anti-tumorales, antiparasitaires, -Wollgast J., Anklam E.,
vaso, dilatoires, antibactériennes, 2000.
anti carcinogenes, anti- -Hitara et a/.,2009.

Flavonoides. inflammatoires, analgésiques, -Tripoli et al.,2007.
hypotenseurs, antivirales, -Shon et al.,2004.
diurétiques, ostéogene, antioxydants,
anti-atherogéniques,
antithrombotique, anti-allergique.

Anthocyanes. Protectrices capillaro-veineux, -Bruneton J, 1993.
antioxydant.

Proanthocyanidines. Effets stabilisants sur le collagéne, -Masquelier J, Dumon M et

antioxydants, antitumorales,

antifongiques, anti-inflammatoires.

Dumas J, 1979.

Tannins galliques et

-Okamura et a/ .,1993.

catéchiques. Antioxydants. -Kubata et a/ .,2005.
Lignanes. Anti-inflammatoires, analgésiques -Kim et al., 2009.
Saponines. antitumorale, anticancérigene,... -Nebeling L., 2002.
Phytostérols. Agent de protection contre

I’hormone dépendant du cancer de

colons.
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Figure 7 : Effets biologiques des polyphénols (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

5.4. Dans la régénération des sols pollués

Ce processus était ignoré jusqu'a tout récemment et il consiste en la biotransformation des
matieres organiques dans le sol ou la lignine du type Syringyl (un des milliers de composés
phénoliques) joue un rdle essentiel, tout comme un grand nombre d'autres composés
phénoliques. Cette biotransformation n'est que le début d'un long processus li¢ a la
transformation des sols, ce qui est la régulation de la vie des sols, par un controle de la mise
en disponibilité des nutriments. Elle influence directement la résistance a I'érosion, stimule,
protege a la fois différentes phases de la vie animale, bactérienne, fongique qui sont les
principales responsables de la pédogenese. C'est ainsi que le sol demeure stable et fertile. La
biotransformation des tissus organiques est responsable du maintien de la biodiversité et de la
structure physique du sol. Ces caractéristiques biologiques régissent la disponibilité de 1'azote

et du phosphore (Lemieux et Germain, 2002).

6. L activité antioxydant

6.1. Production endogene et ’origine des radicaux libres

L’oxygene est la source de vie pour les organismes aérobies. Mais I’oxygeéne peut étre
¢galement une source d’agression pour ces organismes. En effet des dérivés hautement
réactifs de I’oxygeéne peuvent apparaitre au cours des réactions enzymatiques ou sous 1’effet

des rayons UV, des radiations ionisantes et de métaux de transition (Ekoumou, 2003). Les

formes de 1’oxygéne provoquant ces troubles sont: 1’oxygeéne singulet O,, le peroxyde

d’hydrogene H,0,, les peroxydes alkyles ROOH, le radical superoxyde O,, les radicaux
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hydroxyles HO, peroxydes ROO et alkoxyles RO (Cavin, 1999). Les conséquences au niveau
de I’organisme se font ressentir sur I’ADN, les lipides et les protéines (Fig.9) (Ahamet, 2003).
Les rayonnements UV sont capables de générer des radicaux libres et les particules
inhalées (amiante, silice) sont aussi des sources de radicaux libres.
L'ingestion d'alcool est suivie de la formation de radicaux libres selon divers mécanismes,
¢galement des antibiotiques, des anticancéreux L’infection au VIH a pour effet d’accroitre la

production de radicaux libres dans I’organisme (Mohammedi, 2005).

10, (singulet}
0, 'B‘-DD, vit C 5
le- ’{‘ ~

B- ca.mten.e Iycopéne

Dq“ (anion superoxyde)

' tal Frrritine, transferrine,
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H,0O, (pemxvde d'hydrogéne) OH" (radical hydroxyle)

HOCl{acide hypochloreux) Acide urigue, Vit C, G5H
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Vit C, flavonoides, GSH j‘n"—

-~
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Vit E, 5e-GPx, ubiguinone

=y Conduit & la formation.
<= Empéche la formation ou inhibe.

Figure 8 : Régulation de la production d’especes réactives de 1’oxygeéne par les systemes

de défenses antioxydants (Pincemail et al.,2002).

6.2. Réaction de ’organisme vis-a-vis des radicaux libres

L’organisme se défend contre les radicaux par le biais d’enzymes qui les neutralisent
comme les superoxydes dismutase, la gluthation peroxydase et la catalase.

Cependant, lorsque la quantité de radicaux libres est trop importante, les cellules
n’arrivent pas toujours a produire suffisamment d’antioxydants. IL semble ainsi que les
formes réactives de 1’02 soient en partie a l’origine de nombreuses maladies comme
Alzheimer, Parkinson, I’athérosclérose, la polyarthrite chronique, le mongolisme ou encore le

cancer (Miiller, 1992; Aouissa, 2002).
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6.3. Les antioxydants

Les antioxydants sont des produits naturels ou synthétiques entrainant la neutralisation des
radicaux libres qui sont les vecteurs du stress oxydatif lui-méme responsable de la
détérioration et du vieillissement cellulaire.

Les antioxydants se définissent comme étant des produits chimiques qui, plus
spécifiquement, retardent la détérioration, la rancidité ou la décoloration causée par

I’oxydation (Diallo, 2005).

6.4. Définition des radicaux libres

Les radicaux libres sont des espéces chimiques, atomiques ou moléculaires, contenant un
ou plusieurs électron(s) libre(s) non apparié(s) sur leurs couches externes (Dykes et Rooney,
2006). Cet état leur confére une instabilité énergétique et cinétique. Ils apparaissent soit au
cours de la rupture symétrique d’une liaison covalente (fission homolytique) pendant laquelle
chaque atome conserve son électron, soit au cours d’une réaction redox avec perte ou gain
d’un électron a partir d’un composé non radical (Koechlin, 2006).

Du fait de leur caractére trés €lectrophile, les espéces radicalaires vont tenter de rapparier
leurs ¢lectrons célibataires en agressant toute molécule susceptible de se faire arracher un
¢lectron (Dykes et Rooney, 2006). L’espece agressée devient a son tour radicalaire initiant de
cette fagon un processus de réaction en chaine qui se caractérise par trois étapes ; (i) initiation,
(i1) propagation et (iii) terminaison provoquant enfin une perturbation de la cellule vivante

(Koechlin, 2006).

6.5. Mécanisme d’action d’un antioxydant

D’apres Halliwell (1996), les mécanismes d’action d’un antioxydant peuvent comprendre :
- Le piégeage direct des ROS.
- L’inhibition des enzymes et la chélation des traces métalliques responsables de la production

de ROS.

6.6. Les sources d’antioxydants
Les antioxydants sont d’origine médicamenteuse et alimentaire.
6.6.1. Les médicaments
Actuellement, plusieurs agents thérapeutiques notamment les antihypertensifs, les béta
bloquants, les anti-inflammatoires non stéroidiens, ont été évalués pour leurs propriétés

antioxydants. On cite les exemples :
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-Le Probucol agit comme un antioxydant en supprimant 1’oxydation des lipoprotéines de
basse densité.
-La N-acétylcystéine agirait de manicre significative dans la régénération d’un antioxydant

connu: legluthation (Calvin, 2001).

6.6.2. L’alimentation
e Les antioxydants naturels
De nombreuses molécules possédant des propriétés antioxydants ont été isolées du monde
végétale particulicrement le resvératrol (raisin), les polyphénols du Ginkgo, I’épicatéchine du
thé vert, du vin rouge, I’hydroxytyrosol de I’huile d’olive (Hennebelle et al., 2004).
Les fruits et les légumes composants notre alimentation sont généralement riches en
antioxydants naturels tels que :

- La vitamine E : (tocophérol) prévient la peroxydation des lipides membranaires in vivo
en capturant les radicaux péroxyles. Elle est retrouvée dans les huiles végétales, dans les noix,
les amandes, les graines, le lait, les ceufs et les Iégumes a feuilles vertes (Aouissa, 2002).

- Le B- caroténe : posseéde, outre 1’activité provitaminique A, la capacité de capter
I’oxygene singulet. 11 est présent dans les 1€égumes verts, les épinards, les carottes, la papaye et
d’autres fruits jaunes.

-La vitamine C : est un puissant réducteur et joue un role important dans la régénération
de la vitamine E. Elle est présente dans les légumes, le chou, le persil, les agrumes, le kiwi
(Sies et Stahl, 1995).

-Le sélénium : est un antioxydant essentiel. Il agirait comme une coenzyme pour la
gluthation Péroxydase, enzyme antioxydant capable de réduire les lipides oxydés des
membranes cellulaires. On le trouve dans la viande, le poisson, et les céréales (Aouissa,
2002).

- Les composés phénoliques : ils ont été décrits au tableau 5.

e Les antioxydants de synthése
Ce sont des produits utilisés dans 1’industrie alimentaire pour la conservation des
aliments :
- Butylhydroxytolueéne (BHT).
- Butylhydroxyanisole (BHA).
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7. L’activité antimicrobienne

7.1. Les bactéries

Les bactéries sont des organismes vivants unicellulaires procaryotes, caractérisés par une
absence de noyau et d’organites. La plupart des bactéries possedent une paroi glucidique, le
peptidoglycane.

Il existe cependant de nombreuses especes pathogénes a 1’origine de beaucoup de
maladies infectieuses comme le choléra, la syphilis, la tuberculose...etc (Nauciel, 2000).

On distingue les bactéries par quelques propriétés morphologiques comme la forme des
cellules, la structure de I’enveloppe autour de la cellule et leurs propriétés métaboliques et
génétiques.

Les cellules bactériennes présente différentes formes dont les plus courantes sont la coque
(par exemple : streptocoque) et le bacille (ou baton). La cellule bactérienne est limitée par une
membrane cytoplasmique et par une enveloppe de structure variable selon les especes.

La nature chimique de cette enveloppe permet de classer les bactéries en deux groupes,
Gram+ et Gram-, a I’aide d’une coloration simple.

Selon les especes, les bactéries sont aérobies ou anaérobies et ceci d’une maniére stricte
ou facultative. Les aérobies ont besoin d’oxygéne pour vivre. Les anaérobies sont détruits par
I’oxygene, ils ne peuvent vivre qu’en absence d’oxygene et pour les anaérobies facultatifs,

I’oxygeéne n’a pas d’influence sur leur vie (Fig.9) (Nout et a/, 2003).

Gram”
\ | ||| Pelysaccharides capsulaires | |
A gy N\
| i . :
J"’ill (‘)- i - Protéines capsulaires f']r;

Lipoprotéines A i
T “d II |l|| n
Bicouche lipidique :

e ———— e

Peptideglycans et -

—— Agides téchofaues ———

=.“=E@=-—anlirh|u', e e iR e e e

Espace périplasmigue

Figure 9 : Structure de la paroi bactérienne (Corvec, 2009).
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7.2. Les champignon

Les champignons appartiennent au régne Fungi ou Mycota. Ce sont des organismes
hétérotrophes par rapport au carbone : ils se nourrissent en extrayant de leur environnement
des composés organiques déja constitués. IlIs ne possedent pas de racine ni de feuille, et leur
appareil végétatif appelé mycélium peut €tre unicellulaire dans le cas des levures, ou
pluricellulaire dans le cas de champignons filamenteux. Les champignons présentent une
reproduction sexuée, asexuée ou éventuellement para-sexuée.

Les infections fongiques représentent un des plus graves problémes de santé publique
dans le monde. Les mycoses peuvent apparaitre sous la forme d’une simple infection
superficielle jusqu’a former des 1ésions systémiques graves et débilitantes, associées a des
taux de mortalité élevés (Hay, 2006 ; Lupi et al., 2005).

7.3. Les levures

Les levures ne sont pas classifiées comme les bactéries, mais selon 1’assimilation et la
fermentation des saccharides. Beaucoup d’espéces de levure ont un pouvoir caractéristique de
fermentation, exemple de levure : Saccharomyces, Candida. La plupart des levures se

multiplient par bourgeonnement (Nout et a/, 2003).

8. Les principales substances antimicrobiennes
8.1. Les antibiotiques

Les antibiotiques, au sens strict, sont des produits ¢élaborés par des micro-organismes,
mais on inclut généralement parmi eux les dérivés semi-synthétiques et les produits
entierement synthétiques. La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement
sur I'usage des antibiotiques qui inhibent sélectivement certaines voies métaboliques des
bactéries, sans exercer habituellement d'effets toxiques pour les organismes supérieurs. Cette
propriété les distingue des antiseptiques (Bergogne et Dellamonica, 1995).

8.2. Les composés phénoliques

Plusieurs études in vitro et in vivo ont été concentrées sur I’évaluation des propriétés
antimicrobienne des polyphénols. A 1’heure actuelle, cet effet et certain est démontré par des
nombreuses recherches expérimentales.

Des flavonoides isolés des fruits de Termina liabellerica et de l'arbuste Eysenhar
dtiatexana ont ét¢ montré comme possédant ’activité contre le microbe pathogeéne Candida
albicans (Wichter et al., 1999).Deux autres flavones isolés de la plante Artemisia giraldi ont
¢tait rapportés montrer une activité contre 1’espece Aspergillus flavus une espece de mycete

qui cause la maladie envahissante chez les patients immunosuppressifs (Valsaraj et al., 1997).
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Notre travail est subdivisé en deux parties :

Lalerepartie, consacrée 1’extraction des polyphénols, réalisée au laboratoire de recherche de
biotechnologie des plantes aromatiques et médicinales du département de biotechnologies,

Faculté des sciences de la nature et de la vie, Université Blida 1.

Lazémepartie porte sur deux activités biologiques des extraits polyphénoliques :

- L’activit¢ antioxydant réalisée au laboratoire de recherche des plantes aromatiques,
médicinales du département de biotechnologie, Faculté des sciences de la nature et de la vie,
Université Blida 1.

- L’activité antimicrobienne réalisée au laboratoire central de microbiologie de 1’hdpital

FARES YAHIA de Koléa.
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1. Présentation du site d’étude : (origine de la plante)

Les échantillons des feuilles et fruits d’olivier (cultivé et sauvage) utilisés dans cette étude ont
¢été collectés au niveau de Cap Djanet, wilaya de Boumerdés (Fig.10) connue pour sa vocation

oléicole.

Cette région est caractérisée par un climat méditerranéen (hivers froids et humides et été
chauds et sec).La pluviométrie est irrégulicre et varie entre 500 et 1 300 mm/année.
La Wilaya dispose d'un potentiel en sols d'une grande valeur agronomique, Ils se caractérisent par
une texture fine et par leur aptitude a la pratique d'une agriculture intensive.
Au plan géographique, la Wilaya de Boumerd¢s est limitée :
- au Nord, par la mer Méditerranée.
- a Est, par la wilaya de Tizi-Ouzou.
- au Sud-est, par la wilaya de Bouira.
- au Sud- Ouest, par la wilaya de Blida.
- a ’Ouest, par la wilaya d’Alger.

Olivier cultivé. Olivier sauvage.

Figure 10: Situation géographique du site d’échantillonnage.
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2. Matériel

2.1. Matériel biologique
2.1.1. Matériel végétal
L’¢étude a été effectuée sur deux especes d’olivier:

- Les fruits et les feuilles d’olive cultivé, (Olea europaea sativa).
- Les fruits et les feuilles d’olive sauvage, (Olea europaea sylvestris).

e Larécolte

La récolte des échantillons était effectuée le 3 Décembre 2015 a 10 h du matin, juste apres

¢vaporation de la rosée. La température était ce jour la comprise entre 13°C et 16°C.

Deux Kg de chaque échantillon ont été cueillis, pesé aux champs, ensuit mis dans des sacs en

papier étiquetés et ramenés au laboratoire.

e Séchages

Dans le laboratoire, les fruits des deux especes ont été mis dans 1’étuve a 60 C° pour séchage
jusqu'a la stabilisation de leur poids.

Les feuilles ont été nettoyées et étalées sur du papier et séchées a ’air libre et a 1’abri de la
lumicére et d’humidité. Ils sont retournés de temps en temps afin d’éviter tout risque de
contamination par les champignons, sous température ambiante pendant 23 jours afin de

préserver les substances active des feuilles.

2.1.2. Matériel microbiologique
Afin d’évaluer D’activité antimicrobienne des extraits polyphénoliques des échantillons
obtenus, on a utilisées sept souches, et des antibiotique de référence, ils sont citées dans le tableau

ci-dessous.
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Tableau 7 : Les différentes souches utilisées dans 1'évaluation de l'activité antimicrobienne.

Microorganismes | Gram. Références. Antibiotique
testés. de référence.
Gram + | Streptococcus pneumoniae. ATCC 49619. | Céfoxitine.
Gram - | Escherichia coli. ATCC 25922. | Ampicilline.
Bactéries. Gram - | Salmonella typhi. Souche Clinique. | Céfoxitine.
Gram - | Proteus sp. Souche Clinique. | Gentamicine.
Gram - | Pseudomonas aeruginosa. ATCC 27853. | Fosfomycine.
Champignons. / Aspergillus niger. Isolée de I’aire.
Levure. Candida albicans. ATCC 10231.

1. Streptococcus pneumoniae

Le pneumocoque est une bactérie qui colonise fréquemment les voies respiratoire de

I’homme, et souvent présent a 1’état commensal dans les voies aériennes supérieures

(rhinopharynx) de I’homme (Nauciel, 2001). Les pneumocoques sous microscope optique sont

des cocci a Gram positif immobiles, avec une forme en flamme de bougie (Niepceron, 2012).

2. Escherichia coli

E. coli est une bactérie qui fait partie de la flore microbienne du cbélon chez I’homme

« bacille a colon », sa présence dans I’eau et le sol est un indicateur de contamination fécale

(Leminor et Viron, 1990). La plupart de ses souches poussent rapidement (18 a 24 heures) sur les

milieux ordinaires comme la gélose nutritive ; sur cette derniére, les colonies mesurent environ 2

a 3 mm de diamétre, elles sont arrondies, a contour régulier, incolores ou grisatres et grasses (Joly

et Reynaud, 2003).

3. Salmonella typhi

Les salmonelles sont des bactéries aéro-anaérobies facultatif essentiellement des parasites

intestinaux d’animaux vertébrés, y compris I’homme. On peut retrouver les Salmonelles dans

les produits animaux comme le lait, la viande, les ceufs...etc.
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Salmonella typhi cultive facilement sur milieu ordinaire, aprés incubation 18-24h les colonies

ont un diameétre de 3 2 4 mm, non sporulé et non capsulé.

Cette espece provoque les fievres typhoides et paratyphoides qui sont des infections
septicémiques strictement humaines dues a un nombre trés limité de sérotype de Salmonelles:

S. typhi, S. paratyphi (Aubry et al., 2003).

4. Proteus sp

Actuellement, le genre Proteus rassemble donc cing espéces : Proteus hauseri, Proteus
mirabilis, Proteus myxofaciens, Proteus penneri et Proteus vulgaris.

Les Proteus sont trés répondus dans la nature : on les rencontres dans les eaux usées, le sol,
sur les légumes, dans la flore de putréfaction des matiéres organiques animale. Ils végetent en
saprophytes sur la peau et les muqueuses. Les Proteus sp sont des bacilles a Gram négatif, ils
sont des pathogénes opportunistes notamment chez les individus hospitalisés, immunodéprimés,

cathétérismes ou présentant des anomalies des voies urinaire (Euzéby, 2000).

5. Pseudomonas aeruginosa

C’est une bactérie qui vit normalement a I’état saprophytique dans 1’eau et le sol humide ou
sur les végétaux. La bactérie peut provoquer des infections parfois sévéres chez les sujets dont les
défenses sont amoindries. Elle peut provoquer des infections urinaires, bronchique, responsable

d’infection cutanées (impétigo, furoncles), et d’infection divers (Nauciel et Vildé, 2005).

6. Aspergillus niger

Le genre Aspergillus sont des champignons filamenteux ramifiés, de 7-10 um de diametre
(John, 2002) comprend plus de 185 espéce ; les Aspergillus ont été jusqu’au aujourd’hui signalés
comme agents les plus causales des infections opportunistes chez ’homme (Pattron, 2006).La
transmission a I’individu et a ’animal s’effectuer par inhalation des spores ou par ingestion des

champignons (Goubau, 2000).

7. Candida albicans

Les Candidas sont des levures opportunistes qui ne deviennent pathogenes que dans certaines

conditions comme par exemple un état immunitaire affaibli. Ils ont comme beaucoup de levures,
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des propriétés fermentaires, et se retrouvent sur les fruits, le sol, mais aussi sur la peau et les
muqueuses de I’homme et des animaux (Bouchet et al., 2005).Leur colonies sont grandes, rond,
de couleur blanche ou créme, elles poussent bien sur milieu de Sabouraud (Chacou et Bassou,

2007).

2.2. Matériel non biologique

Le matériel non biologique utilisé renferme 1’appareillage, la verrerie, les réactifs et solution,

présentés en (annexe 1).

3. Méthodes de travail

3.1. Préparation de la poudre végétale

Aprées le séchage de notre échantillons, nous 1’avons directement réduit en poudre a 1’aide
d’un broyeur électrique de cuisine a double hélice de type « Moulinex ». Les poudres des feuilles
obtenue est tamisée pour homogénéisation et augmentation de la surface d’échange entre le solide
et le solvant d’extraction qui facilite I’entrainement des molécules de I’intérieur vers I’extérieur

des tissus cellulaires végétaux.

Pour les poudre des fruits, le séchage est fait sur du papier absorbant pendant deux jours pour
absorber I’exces des huiles, ensuite les tamisée. Les poudres récupérées sont conservée dans des
flacons en verre opaque et dans le frigidaire, afin de protéger les molécules de se dégrader par la

lumicre et les fortes températures en attendant leur utilisation.

3.2. Méthode d’extraction et dosage des polyphénols :

3.2.1. Extraction :

L’extraction a été effectuée selon la méthode établie par Boumaza (2009), dont le volume du

solvant et la quantité de la poudre ont été choisis selon nos besoins.

Au laboratoire, 30g de poudre de chaque échantillon sont pesée et mélangés dans un
Erlenmeyer avec 200 ml de méthanol pure, laissé macérer pendant 15jours dans le réfrigérateur a

4°C avec une agitation d’une demi-heure chaque jours, suivi de double filtrations avec un papier
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wattman n°l afin de récupérer le solvant renfermant les polyphénols. Ce dernier est par la suite
évaporé¢ a ’aide d’un évaporateur rotatif sous vide sous une température de 40°C. Les extraits
secs obtenus ont été pesés pour déterminer le rendement de 1’extraction et récupéré par 10 ml de

méthanol pure pour les utiliser dans les tests de 1’activité biologique (Fig.11).
3.2.2. Purification :

Pour purifié¢ notre polyphénols de la chlorophylle et des lipides, nous avons ajouté10 ml
d’hexane, mélangé et versé dans des Ampoule a décantée, laissé jusqu'a 1’apparition de deux
phases (au max 20 min). La phase aqueuse est récupérée et évaporée a I’aide d’un évaporateur
rotatif sous vide sous une température de 40°C. L’extrait sec et pure est récupéré dans10 ml de

méthanol, et conservé dans des bouteilles stériles a 4°C jusqu’a son utilisation.

Pour les échantillons de fruits, la méme étape est réalisée une fois, mais pour les échantillons

des feuilles, cette étape est réalisée deux fois, pour ¢liminer la chlorophylle (Fig.11).
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Les feuilles et les fruits récoltés
fraiches.

v

Séchage.

Broyage.

Poudre. I
Macération pendant J> +200 ml de méthanol.

15 jours + agitation.

p
Double filtrations sur papier
wattman n° 1.
q Evaporation sous
% . 2 Pression réduit a 40°C.
Récupération avec 10 ml du

Méthanol.

Décantation avec 10 ml du
Hexane.

Récupération de la phase

aqueuse. Evaporation sous
v Pression réduit a 40°C.
Récupération de I’extrait
final des polyphénols pure
dans 10 ml de Méthanol.

L’activité antioxydant. L’activité antimicrobienne.
y

Figure 11:Schéma de Protocole d’extraction des polyphénols (Boumaza 2009). (Modifier)
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3.3. Détermination de la teneur en eau des échantillons

La teneur en eau est définie comme étant la perte de poids subie lors de la dessiccation, et elle
est calculée par la formule décrite par Bouterfas et al., (2013).
En prend le poids des échantillons juste apres la récolte et aussi juste apres le séchage et la

stabilisation de leur poids, ensuit en calcule la teneur en eau selon la régle suivante :

T= (PF - PS) x 100/ PF.

T : Teneur en eau (%).
PF : Poids frais (g).
PS : Poids sec (g).

. La matiére séche (MS) %=100- T%.

3.4. Détermination du Rendement en polyphénols totaux

Le calcule du rendement des extraits en polyphénols totaux a été déterminé par la formule

décrite par Mahmoudi et al., (2013):

R (%) = (M ext /M gch) 100,

R : Le rendement en %.
Mext: La masse de I’extrait aprés évaporation en mg.

Mgch: La masse séche de 1’échantillon végétal en mg.

3.5. Dosages des phénols totaux

Pour effectuer le dosage, nous avons utilisé la méthode de Singleton et al., (1999) rapportée

par Hammoudi et al,, (2012), en utilisons le réactif de Folin-Ciocalteu.
Cette méthode est choisie pour les raisons suivantes :

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

- la disponibilité du réactif de Folin (Huang, 2005).
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e Le Principe

L'ensemble des composés phénoliques est oxydé par le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier
est constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide
phosphomolybdique (H3PMo012040) de couleur jaune qui est réduit lors de l'oxydation des
phénols, en mélange d'oxydes bleus de tungsténe (W8023) et de molybdéne (M08023) (Collin et
Crouzet, 2011).

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

végétaux (Charpentier et Boizot, 2006).

On fait des dilutions appropriées pour les extraits des polyphénols pures, avant de passer au
dosage. Ce dernier basé sur le couplage du Folin-Ciocalteu avec les composants phénoliques du

matériel végétal, et la lecture a été effectué par un spectrophotometre a UV visible.

e Mode opératoire

- Un polyphénol témoin : 1’acide Gallique pour la réalisation d’une gamme d’étalonnage en
milieu aqueux. A partir d'une solution mere aqueuse préparée d'acide gallique de concentration
massique 1g/1, des solutions filles sont préparées a des concentrations de 0.2 ; 0.3 ; 0.4 ; 0.5; 0.6;

0.7; 0.8 g/l.

- Les échantillons des polyphénols : 50 ul de chaque solution des extraits phénoliques, sont
introduits dans des tubes a essais, 100 ul de réactif de Folin-Ciocalteu et 1 ml d'eau distillée sont
ajoutés. Apres 10 minutes, on ajoute 500 pl ml de carbonate de sodium a 20% (m/v). Les

solutions sont maintenues a l'obscurité pendant 2 heures a température ambiante.

L’absorbance de tous les extraits a ét¢é mesurée a 1’aide d'un spectrophotometre UV/Visible

Shimadzu 1601, a une longueur d'onde de 765 nm contre un blanc.
Le dosage des composés phénoliques contenus dans nos extraits est répété deux fois.

3.6. Evaluation de I’activité antioxydants des extraits polyphénoliques

Pour étudier I’activité antioxydants des différents extraits, nous avons opté pour la méthode

de Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl) qui utilise le DPPH comme
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un radical libre relativement stable qui absorbe dans le visible a la longueur d’onde de 515 a 520
nm.
e Le principe

Le test consiste a mettre le radical DPPH (de couleur violette), en présence des molécules
dites antioxydants afin de mesurer leur capacité¢ a le réduire. La forme réduite (diphénylpicryl-
hydrazine : de couleur jaune) (Fig.12) n’absorbe plus a 515 nm, ce qui se traduit par une
diminution de ’absorbance .Dont l'intensité de la couleur jaune est inversement proportionnelle a
la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons (Sanchez, 2002).
e Mode opératoire

Selon le protocole décrit par Mansouri et al., (2005) La solution de DPPH est préparée par
solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de Méthanol pure.

Déférent concentrations des extraits sont préparées de 0.5;1;3;5;7; 10 et 15 mg/ml.

25 pl des solutions d’extraits sont ajoutés a 975 ul DPPH, le mélange est incubé a 1’obscurité
pendant 30 min et la décoloration par rapport au contrdle négatif contenant 25 ul de la solution de

DPPH et 975 ul du Méthanol est mesurée a 517 nm.

Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; 1’acide
Ascorbique, Déférent concentrations sont préparées allant de 0.3 jusqu'a 3 mg/ml dont
I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons et pour chaque
concentration. La lecture de 1’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque

concentration a I’aide d’un spectrophotomeétre a 517 nm.

L’activité anti-radicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous :

% d’activité antioxydant = (Abs contréle — Abs échantillon) x 100.

Abs contraole.

Les valeurs des concentrations responsables a 50% d'inhibition du radical DPPH (IC5() ont

¢été déterminées graphiquement.
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Figure 12 : La solution de DPPH ; La forme réduite du DPPH dans les tubes.

3.7 Evaluation de P’activité antimicrobienne des extraits

e Le Principe

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu solide
dans une boite de Pétri, aprés un certain temps de contact entre le produit et le microorganisme
cible. L’effet du produit antimicrobien sur la cible est apprécié par la mesure d’une zone
d’inhibition, et en fonction du diamétre d’inhibition. La souche sera qualifiée de sensible, tres

sensible, extrémement sensible ou résistante (Benjeleli et al., 1986).

e Mode opératoire

1. Repiquage des souches

En vue d’obtenir des cultures jeunes, les souches conservées ont été repiquées par la méthode
des stries dans la gélose nutritive pour les bactéries sauf S.pneumoniae ou nous utilisons une
gélose au sang frais. La gélose Sabouraud est utilisée pour les champignons et les levures, puis
incubées, (24h a37°C /Bactéries et 48h a 25°C /Levures et 3 a 5 jours a 25°C /champignons) afin

d’obtenir des colonies isolées qui vont servir a la préparation de I’inoculum.
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2. Préparation des disques

Les disques de papier Wattman n°1 de 6 mm de diameétre, stérilisés auparavant dans
I’autoclave (120°C pendant 20min), imbibés par les solutions des polyphénols. Des disques

imbibés par des antibiotiques de référence sont utilisés comme controle positif pour les bactéries.

3. Préparation de milieu de culture

Apres la fonte de gélose par autoclave a 120 °C pendant 15 @ 20 min, nous avons coulé
aseptiquement une couche de 4 mm d’épaisseur dans des boites de pétri en plastique stérile et
rondes, de 90 mm de diamétre, ces derniéres doivent étre séchée durant 30 minutes a une
température ambiantes, au laboratoire, avant leur emploi.
(Gélose nutritive pour les bactéries sauf S.pneumoniae on utilise gélose nutritive au sang frais ;

gélose Sabouraud pour les champignons et les levures).

4. Préparation de I’inoculum

- A partir d’une culture pure de 18 heures sur milieu d’isolement, racler a I’aide d’une anse de
platine quelque colonies bien isolées et parfaitement identiques.

- Détacher I’anse dans 5 ml d’eau physiologie stérile 0.9%, pour avoir une solution de 0.5
Mac Farland, correspondante a 10°UFC /ml.

- Bien homogénéiser la suspension (agitation manuelle).

- L’ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation de I’inoculum.

5. L’ensemencement

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension microbienne, I’essorer en le pressant
fortement sur la paroi interne du tube afin de le décharger au maximum, puis le frotter sur la
totalit¢ de la surface gélosée seche, de haut en bas, en stries serrées. Cette opération a été répétée
deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois.

Finir I'ensemencement en passant I'écouvillon sur la périphérie de la gélose. Dans le cas de

'ensemencement de plusieurs boites de Pétri il faut recharger 1'écouvillon a chaque fois.
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6. Imprégnation des disques
Des disques de 6 mm de diametre sont imbibes d’extraits de polyphénols pure a raison de
20 pl par disques. A I’aide d’une pince stérile déposer et presser 1égérement les disques chargé

sur la surface gélosée dans la boite de pétri, une fois appliqué les disques ne doit pas étre déplacé.

7. Incubation
Incubation des souches dans 1’étuve est a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries,

a 25°C pendant 48 heures pour les levures et 25°C pendant 4 jours pour les champignons (Rahal,

2005).

Toute cette manipulation doit étre réalisée prés de bec bunsen pour éviter les contaminations.

Figurel3: Principe de la méthode de diffusion par disque.

8. La lecture des résultats
Elle se fait par la mesure précise du diametre de la zone d’inhibition (diamétre de disque
inclus), a 1’aide d’un pied a coulisse qui permet de classer I’activité antimicrobienne des

polyphénols dans 1I’une des catégories ci-dessous (Ponce et al., 2003).

- Non sensible (résistante) — d < 8mm.

- Sensible (+) » d entre 9 et 14 mm.
- Trés sensible (++) —»d entre 15 et 19 mm.

- Extrémement sensible (+++)}——— d >20 mm.
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Préparation de I’inoculum. Préparation des milieux de culture.

)
W

Ensemencement sur la gélose.

Lecture a I’aide d’un pied a coulisse.

Figure 14 : Protocol expérimental de I’activité antimicrobien (Benjeleli et al., 1986).
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1. Résultats

1.1. Teneur en eau

Les résultats obtenus de la teneur en eau sont présentés dans les figure 15,16 ,17 et 18.

Le taux d’humidité des feuilles d’oliviers cultivés est important (56%) avec un taux de matiere seche

de 44%. Cela signifie que, plus de la moiti¢ de ses feuilles est constituée par 1’eau (Fig.15).

Feuilles d'oliviers cultivés

H Teneur en eau (%)

44%

L Matiere séche (%)

Figure 15: Teneur en eau et en maticre séche des feuilles d’Olea europaea sativa.

Les résultats des fruits d’oliviers cultivés ont révélé un taux d’humidité de 37% et de matiére séche

de 63%. Cela signifie que I’eau représente plus que le quart de ses fruits (Fig.16).

Fruits d'oliviers cultivés

|

‘ 63%

o

Figure 16: Teneur en eau eten mati¢re seche des fruits d’Olea europaea sativa.

M Teneur en eau (%)

1 Matiére séche (%)

Les résultats des feuilles d’oliviers sauvages ont révélé un taux d’humidité important de 53%, et de
la matiere séche de 47%. Cela signifie que plus de la moitié de ses feuilles est constituée par I’eau

(Fig.17)

Feuilles d'oliviers sauvage

47%

Teneur en eau (%)

i Matiére séche (%)

Figure 17: Teneur en eau et en maticre séche des feuilles d’Olea europaea sylvestris.
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Les résultats des fruits d’oliviers sauvages ont révélé un taux d’humidité de 31%, et de 69% de

maticre seche. Cela signifie que 1’eau représente le quart de ses fruits (Fig.18).

Fruits d'oliviers Sauvages.

M Teneur en eau (%)

4 Matiere séche (%)

Figure 18: Teneur en eau et en maticre seche des fruits d’Olea europaea sylvestris.

1.2. Détermination du rendement des extraits en polyphénols

Le meilleur rendement est obtenu par I’échantillon de fruits d’olivier sauvage (33,33 %), suivi de
celui des feuilles d’oliviers cultivés (27,50 %) et, celui des fruits cultivés qui représente (24,15 %). Le

rendement le plus faible est obtenu par I’échantillon des feuilles d’olivier sauvage (16,33 %) (Fig. 19).

— = NN W W
S L © W O© W
1 1 1 1 1 J

le rendement en %

S W
L

Feuilles Feuilles

Olives cultivé.

Olives Sauvage.

Figure 19: Présentation du rendement des polyphénols totaux chez les deux especes d’oliviers.

1.3. Détermination de la teneur en polyphénols totaux
En se basant sur les valeurs d'absorbance des divers extraits ayant réagi avec le réactif de Folin-
Ciocalteu et, la courbe d’étalonnage de I’acide gallique (Fig.20), on a pu déterminer la teneur en

polyphénols totaux des extraits ; Les résultats sont représentés dans la figure 21.
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1
0.8 y=1,029x + 0,010

R2=0,999
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0,4 /
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0 /
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Concentration de I'acide galique g/l

Absorbance a 765 nm

Figure 20 : La courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Les teneurs les plus élevées ont était enregistrées chez I’extrait de fruits sauvages avec (0,57 EAG/g),
suivi par I’extrait des feuilles sauvage avec (0,47 EAG/g) et I’extrait de fruits cultivé avec (0,44 EAG/g).
Cependant, ’extrait des feuilles cultivé a montré une teneur plus faible de (0,28 EAG/g) (Fig. 21).

0,6 -
0,5 1
0,4
0,3 1
0,2 1
0,1

Teneur en
polyphénols(EAG/g)

Feuilles Fruits Feuilles Fruits

Olives cultivé Olives sauvages

Figure 21 : Présentation de la variation des teneurs en polyphénols totaux chez les feuilles et fruits

d’Olea europaea L.[EAG/g].

1.4. L’activité anti-oxydante par le Piégeage du radical libre DPPH

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

concentrations des extraits.

L’extrait de feuilles d’oliviers sauvages est une activité antioxydant la plus élevé (fig.24), par ce que
leur activité est presque la méme que de I’acide ascorbique, a la premi€re concentration on a une
inhibition de 71% ensuit cette derniere continue a augmenter et a la deuxiéme concentration on a une

augmentation rapide et stabilisation a une inhibition complété (100%).
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L’extrait des fruits d’oliviers sauvages (Fig.25)a une inhibition de 53% a la premiére concentration
ensuit ’inhibition continue a augmenter et a la concentration de Smg/ml on remarque une augmentation
rapide jusqu'a (97%).L’extrait de fruits d’oliviers cultivés (Fig.23)a une inhibition de 40% a la premiére
concentration ensuit I’inhibition continue a augmenter et a la concentration de Smg/ml on remarque une
augmentation rapide jusqu'a (94%).Cependant, I’extrait des feuilles d’oliviers cultivés a montré une
activité antioxydant plus faible (Fig.22),par ce qu’ils a une inhibition de 33% a la premiére concentration

ensuit ’inhibition continue a augmenter et a la concentration de 5 mg/ml on remarque une augmentation
rapide jusqu'a (92%).

Quand la concentration des polyphénols augmentent dans le milieu réactionnel, le pourcentage
d’inhibition augmente proportionnellement jusqu'a arriver a un plateau qui correspond a 1’inhibition
presque totale du DPPH présent dans ce milieu.

Les résultats de I’activité antioxydant ont montré que tous les extraits polyphénoliques
d’Oleaeuropaeal..ont un pouvoir anti radicalaire vis a vis de DPPH avec un effet trés proche de celui de

I’acide ascorbique (vitamine C).

150
[
S
£100 7‘ < <
=
=i
= =0~ l'acide
= 50 H__n' ascorbique
X = 1'éxtrait de
feuilles cultivé
0
0,5 1 3 5 7 10 15
Concentration de I'extrait (mg/ml)

Figure 22: Pourcentage d’inhibition de ’extrait de feuilles d’oliviers cultivés et I’acide ascorbique.
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% =@ l'acide
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o =~ I'extrait de
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concentration de 1'extrait (mg/ml)

Figure 23: Pourcentage d’inhibition de 1’extrait de fruits d’oliviers cultivés et 1’acide ascorbique.
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Figure 24 : Pourcentage d’inhibition de I’extrait de feuilles d’oliviers sauvages et I’acide ascorbique.
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Figure25 : Pourcentage d’inhibition de I’extrait de fruits d’oliviers sauvages et I’acide ascorbique.

1.4.1. Détermination de CI50
Toutes les CI50 sont calculés a partir de la partie linéaire des courbes de pourcentage d’inhibition des

extraits et de control positif (I’acide ascorbique) en fonction de la concentration des différents composés

a tester.
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1.5. Les résultats de I’activité antimicrobienne

Cette ¢tude est basée sur la mesure de diameétre des zones d’inhibitions entourant les disques imprégnés

par les extraits polyphénoliques.

Les extraits polyphénoliques d’Olea europaea L. présente une activité inhibitrice vis-a-vis de la
bactérie Escherichia coli, avec une inhibition extrémement sensible (20 mm) par les extraits des fruits
sauvages, et une inhibition tres sensible par les extraits des feuilles et fruits cultivés et aussi des feuilles

sauvage avec une zone d’inhibition de 18mm, 19mm, et 18 mm respectivement (Fig.26).
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Figure 26 : Sensibilités observées chezEscherichia coli vis-a-vis les extraits polyphénoliques.

Les extraits polyphénoliques d’Oleaeuropaeal..présente une activité inhibitrice vis-a-vis de la
bactérie Salmonella typhi; une inhibitiontres sensible pour les feuilles et fruits sauvages et aussi les
feuilles cultivésavec une zone d’inhibition de 18mm, 17mm et 16 mm respectivement, et une inhibition

sensible pour les fruits cultivé avec une zone d’inhibition de 14 mm (Fig.27).
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Figure 27: Sensibilités observées chezSalmonella typhivis-a-vis des extraits polyphénoliques.
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Les extraits polyphénoliques d’Olea europaea L. présentent une activité inhibitrice vis-a-vis de la

bactérie Proteus sp; une inhibition trés sensible pour les feuilles sauvages avec une zone d’inhibition de

15mm, et une inhibition sensible pour les feuilles et fruits d’oliviers cultivés et aussi les fruits d’oliviers

sauvages avec une zone d’inhibition de 9 mm, 11 mm, et 13 mm respectivement (Fig.28).
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Figure 28: Sensibilités observées chez Proteus sp vis-a-vis les extraits polyphénoliques.

Les extraits polyphénoliques d’Olea europaea L.présentent une activité inhibitrice vis-a-vis de la

bactérie Pseudomonas aeruginosa; une inhibition trés sensible pour les quatre extraits avec une zone

d’inhibition de 16mm, 16 mm, 17mm, 19 mm respectivement (Fig.29).
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Figure 29: Sensibilités observées chez Pseudomonas aeruginosa vis-a-vis les extraits polyphénoliques.

Les extraits polyphénoliques d’Olea europaea L. présentent une activité inhibitrice vis-a-vis de la

bactérie Streptococcus pneumonia; une inhibition extrémement sensible pour les feuilles et les fruits

d’oliviers sauvages avec une zone d’inhibition de 21mm, et une inhibition tres sensible pour les feuilles

et fruits d’oliviers cultivés avec une zone d’inhibition de 19 mm et 16 mm respectivement (Fig.30)
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Figure 30: Sensibilités observées chez Streptococcus pneumonia vis-a-vis les extraits polyphénoliques.

Les extraits polyphénoliques d’Olea europaea L.présente une activité inhibitrice vis-a-vis le
champignon Aspergillus niger; une inhibition extrémement sensible pour les feuilles et fruits d’oliviers
sauvages et aussi les feuilles cultivés avec une zone d’inhibition de 21mm,22 mm, et 20 mm
respectivement, et une inhibition sensible pour les fruits d’oliviers cultivé avec une zone d’inhibition de

14 mm (Fig. 31).
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Figure 31:Sensibilités observées chez Aspergillus niger vis-a-vis les extraits polyphénoliques.

Les extraits polyphénoliques d’Olea europaea L.présentent une activité inhibitrice vis-a-vis de la
levure Candida albicans; une inhibition extrémement sensible pour les feuilles et fruits d’oliviers
sauvages avec une zone d’inhibition de 21 mm et 20 mm, et une inhibition sensible pour les feuilles et

fruits d’oliviers cultivé avec une zone d’inhibition de 16 mm et 17 mm respectivement (Fig.32)
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Figure 32: Sensibilités observées chez Candida albicans vis-a-vis les extraits polyphénoliques.

1.6 L’analyse statistique par le test GLM

Cette analyse permet de mettre en évidence 1’effet de chaque facteur (arbre, organe) a part sur le

rendement, la teneur en polyphénols, I’activité antioxydant, et le diamétre de zone d’inhibition.

A. Le rendement

L’analyse de la variance montre que, il n’ya pas de différence significative entre le rendement en
polyphénols des feuilles et fruits d'olivier cultivé et sauvage (p= 0,938 arbre et p=0,624 organe)
(Fig.33 ; tab.8, annexe 3).
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Figure 33 : Analyse de la variance par le test GLM sur le rendement des extraits de feuilles et fruits

d’Olea europaea L.
B. La teneur en polyphénols totaux

L’analyse de la variance montre que, il n’ya pas de différence significative entre les teneurs en
polyphénols des feuilles et fruits d'oliviers cultivés et sauvages (p= 0,687 arbre et p=0,289 organe)
(Fig.34 ; tab 9, annexe 3).
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Figure 34 : Analyse de la variance par le test GLM sur les teneurs en polyphénols totaux des extraits de

feuilles et fruits d’Olea europaea L.

C. L’activité antioxydant

L’analyse de la variance montre que, entre l'activité antioxydant des extraits polyphénoliques issus

des organes feuilles et fruits des arbres cultivés et sauvages, aucune différence significative (p= 0,154

arbre et p=0,326 organe) (Fig.35 ; tab 10, annexe 3).
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Figure 35 : Analyse de la variance par le test GLM sur I’activité antioxydant des extraits de feuilles et

fruits d’Olea europaea L.

D. L’activité antimicrobienne

L’analyse de la variance montre que, le facteur arbre cultivé ou sauvage et le facteur type de
microorganismes ont un effet hautement significatif sur la variation de l'activité antimicrobienne
(p= 0,000, p>5%), par contre le facteur organe (feuilles et fruits) n'a aucun effet significatif

(p=0,425; p>5%) (Fig.37 ; tab 11, annexe 3).
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Figure 37 : Analyse de la variance par le test GLM sur I’activité antimicrobienne des extraits de feuilles
et fruits d’Olea europaea L.

2. Discussion

Les feuilles d’Olea europaea L. ont montré une teneur en eau (cultivé 56%, sauvage 53%), qui
représente plus de la moiti¢ de leur poids, elle est supérieure a celle des fruits (37% chez I’olivier cultivé

et 31% chez I’olivier sauvage).

Ces résultats pouvant étre comparé avec des données dans le méme contexte. Le taux d’humidité des
olives de la Grece présentent un taux d’humidité de 48% (Boskou et al., 2006), supérieur a celui de nous
fruits cultivé. Les olives de table du Portugal «Var. Alcaparras» sont caractérisées par une teneur tres
¢levée en eau entre 70-72% (Sousa et al., 2011 ; Malheiro et al., 2012),cette teneur représente presque le

double de la teneur que nous avons obtenu (37%).

Donc, d’aprés cette comparaison, nos résultats sont meilleurs, et nos olives d’Olea europaea L.
cultivés sont de meilleures qualités que ceux de la Grece et le Portugal. Car, le taux d’humidité éleveé
constitue un probléme majeur au sein du secteur oléicole lors de I’extraction d’huile, les eaux résiduelles
de végétation de 1’olive (margines ou déchets liquide de I’huilerie d’olive) sont considérés comme

polluants pour I’environnement et leur évacuation est coliteuse (Nefzaoui, 1991 ; Sayadi, et a/., 2008).

Selon Paris et Moyse (1971), ’environnement, la localisation géographique, le stade de maturité et la
période de récolte sont des paramétres qui influent sur la teneur en eau des différentes parties de la
plante. En effet, la teneur en eau de nos fruits d’oliviers cultivés récoltés au mois de Décembre est faible
(37%), et celle des feuilles cultivés est forte (56%) par rapport a celles rapporté par ce méme auteur (40 a

45% et 40 a 51% respectivement).
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Cette déférence aux résultats sont due au patrimoine génétique et le site géographique (Cimato, 1990
; Ben Temmine et al., 2006). Chaque individu, dans son milieu, exprime différemment ses potentialités

génétiques ce qui se traduit par une importante variabilité intra-variétale (Hannachi et al., 2008).

A la lumiere des résultats de rendement en polyphénols il ressort que les deux sous espéce Algériens
d’Olea europaea L.ont un bon rendement, surtout les fruits sauvages (33.33%), donc en remarque que
les fruits sauvages ont un rendement élevé par rapport aux fruits cultivés (24.15%), et les feuilles

cultivés (27.50%) ont un rendement meilleur par rapport aux feuilles sauvages (16.33%).

Les résultats du rendement sont meilleur par rapport aux ceux qui sont obtenus par Boudhioua et al.,
(2008) qui ont étudi¢ I’effet de la variété d’oliviers sur les polyphénols, et qui se situe a 24% et 19%

pour les feuilles et fruits cultivés respectivement.

La présence des polyphénols a été mise en évidence dans les feuilles et fruits de 1’olivier par
plusieurs auteurs (Dekanski et al., 2009 ; Nahal et a/.,2012 ; Bsangon et a/., 2000 ; Brahmi et a/., 2013).
Ce qui concorde avec nos résultats ou, nous avons pu prouver la présence des polyphénols dans les fruits

et feuilles de deux sous espece d’Olea europaea L.

La différence des résultats marqués en rendement, est due au facteur région, période
d’échantillonnage, la partie de la plante utilisée. D’autres facteurs sont signalés par Fabbri et al,. (2008)
tel que la nature de sol, le climat et la période de ’année qui peuvent caractériser la composition
chimique d’une plante. Elle peut étre liée aussi aux conditions opératoires incluant la méthode
d'extraction et les caractéristiques physico-chimiques des solvants utilis€és, notamment leur polarité
(Schultz et Ambroscheit, 1989), la température d’extraction, l‘agitation et la structure de la maticre

solide (Dibert, 1989; Leybros et Frémeaux 1990).

D’aprés les résultats des teneurs en polyphénols totaux, il ressort que les deux sous espece Algériens
d’Olea europaea L. sont riches en polyphénols. En effet, ils posseédent des teneurs de 1’ordre de 0.57
EAG/g, 0.47 EAG /g ,0.44 EAG/g et 0.28 EAG/g pour les fruits et feuilles d’oliviers sauvages, les fruits
et feuilles d’oliviers cultivés respectivement. Donc parmi les quatre extraits, celui de fruits sauvages

contient une grande teneur en polyphénols.

Plusieurs études se sont intéressées a la quantification des polyphénols dans les extraits d’olive du
nord -ouest (Var. Sigoise) dont le contenu varie entre 0.30 EAG/g et 0.40 EAG/g (Benlarbi, 2004).Une
étude similaire réalisée par (Bisset, 2011) a montré que trois variétés d’olive de I’Est Algérien (Batna)
possedent un contenu en polyphénols de 0.41 EAG/g; 0.39 EAG/g et 0.40 EAG /g des variétés Chemlal,

Farhi, et Beskri respectivement. Par ailleurs, les variétés d’olive de Gréce et du Portugal sont
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caractérisées par des teneurs en polyphénols variant dans un intervalle de 0.20-0.35 EAG/g (Boskou et
al., 2006).Mais nous résultats restent meilleures par rapport a ceux issus de tous ces travaux, alors que
notre récolte des échantillons des feuilles et fruits d’oliviers (Olea europaea L.) a été faite au mois de
Décembre. Ce qui confirme que le maximum des polyphénols totaux a été obtenu dans la phase
terminale de la croissance de 1’olivier c'est-a-dire ce mois-ci, montrant ainsi la richesse de notre variété

en polyphénols totaux.

Le profil polyphénolique des oliviers peut varier sous I’influence des divers facteurs parmi lesquels
la variété, le climat, le degré de maturation (1’olive vert posséde plus de polyphénols que 1’olive noire)
(Ryan et al., 1999 ; Benlarbi, 2004), la zone géographique oléicole (Baccouri et al., 2007 ; Rotondi et
al., 2004), la température et le solvant d’extraction (la température abaissé et le solvant constitué¢ de
méthanol pure permet d’obtenir un grand teneur en polyphénols) (Sousa et al., 2008 ; Conde, et

al.2009).

Au regard de ces données, les extraits d’oliviers cultivé et sauvage peuvent étre considérées comme
trés riches en polyphénols et constituants une source prometteuse en composés bioactives bénéfiques a la

santé humaine.

Une Clj5( faible représente 1’activité anti-radicalaire la plus ¢élevée (Molyneux, 2004). D’apres les

résultats de la technique du piégeage du radical libre DPPH, 1’Olea europaea L. a montré une bonne

activité avec les quatre extraits, en particulier, I’extrait polyphénolique des feuilles d’oliviers sauvages
qui a présenté une Cls(q inférieure a 0.5 mg/ml suivi par I’extrait de fruits sauvages avec une Clsq de

0.49 mg/ml. Cette différence pourrait étre attribuée aux concentration des composés extraits par le
solvants (Lafka et al., 2013) ou a la présence des groupements hydroxyle dans leur structure comme
I’oleuropéine, 1’hydroxytyrosol et ’acide lutéoline-7-O-glucoside (Hayes et al., 2011). Bensallah et al.,

(2012) ont étudié¢ 1’activité antioxydant des feuilles d’une variété de 1’oliviers cultivés de la région
Chemlali en Tunisie, ils ont obtenu une Clsy de 3.8 mg/ml en utilisant I’eau/éthanol (30/70) (v/v)

comme solvant d’extraction. En comparaison avec celles que nous avons obtenues, ce résultat reste plus

faible, en raison du solvant utilis¢, le méthanol au lieu de I’éthanol, et le facteur région.

Pour les résultats obtenus des extraits des fruits et feuilles d’oliviers sauvages, sont largement
meilleure par rapport a ceux des feuilles et fruits d’oliviers cultivés. Ceci montre que 1’olivier sauvage
pourrait étre une nouvelle source d’antioxydants naturels. Selon Hayes et al, (2011), I’activité
antioxydant dépend généralement du nombre et la position des groupements hydroxyles par rapport aux
groupements carboxyles fonctionnels, qui sont des facteurs déterminant de leur piégeage des radicaux

libres.
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Toutes les souches testées bactériennes et fongiques sont apparues sensibles, trés sensibles ou
extrémement sensible au contact des déférents extraits polyphénoliques d’Olea europaea L. (Feuilles et

fruits).

L’extrait de fruits d’oliviers sauvages a concentration de 10° pg/ml est montré le méme effet
antibactérien que I’antibiotique de référence (Ampicilline) a concentration de 8 pg/ml vis-a-vis E. coli

avec une zone d’inhibition de 20 mm.

L’extrait de feuilles d’oliviers sauvages [5.10° pg/ml] est montré un bonne effet antibactérien vis-a-
vis Salmonella typhi par rapport aux autres extraits polyphénoliques testé sur la méme souche dans les
mémes conditions avec une zone d’inhibition de 18 mm, cet effet est proche de celle de ’antibiotique

Céfoxitine (19 mm), qui est utilisé a une concentration de 8 pg/ml.

L’extrait de feuilles d’oliviers sauvages [5.10° ug/ml] a montré le méme effet antibactérien que
I’antibiotique Gentamicine [1 pg/ml] vis-a-vis de Proteus sp avec une zone d’inhibition de 15 mm, mais

les autres extraits ont un effet moindre.

L’extrait de fruits d’oliviers sauvages [10° ug/ml] a montré un bon effet antibactérien vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa par rapport aux autres extraits polyphénoliques testé sur la méme souche et
dans les mémes conditions avec une zone d’inhibition de 19 mm, cet effet est proche de celle de

I’antibiotique Fosfomycine (20 mm), qui est utilisé a une concentration de 8 pg/ml.

Les extraits de feuilles et fruits d’oliviers sauvages [5.10° pg/ml] [10° pg/ml] respectivement ont
montré le méme effet antibactérien que I’antibiotique Céfoxitine [3 pg/ml] vis-a-vis Streptococcus

pneumonia avec une zone d’inhibition de 21 mm, mais les autres extraits ont un effet moindre.

L’extrait de fruits d’oliviers sauvages [10° pg/ml] est montré une forte activité antifongique vis-a-vis
Aspergillus niger avec une zone d’inhibition de 22 mm, les extraits des feuilles sauvages et cultivés aussi

ont une bonne activité antifongique avec une zone d’inhibition de 21 mm et 20 mm respectivement.

Candida albicans est extrémement sensibles vis-a-vis les feuilles et fruits d’oliviers sauvages avec

une zone d’inhibition de 21 mm et 20 mm respectivement.

Donc les extraits des feuilles et fruits d’oliviers sauvages ont 1’activité antimicrobienne la plus forte,
et ce sont des traitement phyto-thérapeutique trés prometteux ; ces résultats sont en conformité avec ceux
d’Ollivier et al., (2004). Chebaibi et al., (2007), signale que les feuilles d 'Olea europea L. possédent des

composés ayant des propriétés antimicrobiennes importantes, sur plusieurs especes dont Staphylococcus
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aureus et Pseudomonas aeruginosa. Selon Brahmi et al., (2013), I’hydrolyse d’oleuropeine donne une

aglycone connu comme agent antimicrobien.

Les ¢études du pouvoir inhibiteur des polyphénols sur la croissance bactérienne ont démontré que de
nombreux composés phénolique d’Olea europea L.(I’hydroxytyrosol, 1’oleuropéine, le tyrosol) sont
doués d’un effet important sur différentes souches bactériennes a Gram négatif (Escherichia coli) et
Gram positif (Staphylococcus aureus) (Ulanowska et al., 2007). L’extrait aqueux des feuilles d’Olea
europaea L. a montré également son efficacité sur Staphylococcus aureus et sur d’autres souches

bactérienne (Nahal et al., 2012 ; et Djennane et al., 2012).

D’apres Wagner et Bladt (1996), Shon et al.,(2004), ’activité d’une substance végétale dépend aussi
de plusieurs facteurs dont le mode d’extraction, la concentration en principe actifs et le choix du solvant

selon sa polarité, qui donnent des extraits différents (Klervi, 2005).

Les analyse statistique montrent que les médicaments sont les meilleure parce qu’elles donnent des
grands diameétres de zone d’inhibition a des concentrations moindres, suivis parles extraits d’olivier

sauvages, ensuit I’olivier cultivé, selon nos résultats.

Selon I’analyse statistique, la croissance d’Aspergillus niger, de Candida albicans, d’Escherichia.
Coli et de Streptococcus pneumonia forment des grandes zones d’inhibitions. Par contre Proteus
sp.forme une petite zone d’inhibition, par ce que cette bactérie est résistante au plusieurs antibiotique

(Euzéby, 2000).
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L’¢tude que nous avons menée rentre dans le but de mettre en évidence les vertus des
plantes médicinales les trés répondues en Algérie et de donner plus d’importance a la

phytothérapie, notamment les extraits aqueux des feuilles et fruits d’Olea europea L.

Nous nous somme intéressé dans notre travail a étudier la richesse des feuilles et fruits
d’oliviers cultivés et sauvages en polyphénols totaux, et leurs l’activité antioxydant et

antimicrobienne.

A partir des résultats obtenus, nous concluons que les deux sous espece Algériens d’Olea
europaea L. ont un bon rendement, surtout les fruits sauvages (33.33%), et que les fruits
sauvages ont un rendement €levé par rapport aux fruits cultivés (24.15%), et les feuilles

cultivés (27.50%) ont un rendement meilleur par rapport aux feuilles sauvages (16.33%).

Concernant les résultats des teneurs en polyphénols totaux, il ressort que les deux sous
espece Algériens d’Olea europaea L. sont riches en polyphénols. En effet, ils posseédent des
teneurs de I’ordre de 0.57 EAG/g, 0.47 EAG /g ,0.44 EAG/g et 0.28 EAG/g pour les fruits et
feuilles d’oliviers sauvages, les fruits et feuilles d’oliviers cultivés respectivement. Donc

parmi les quatre extraits, celui de fruits sauvages contient une grande teneur en polyphénols.

Pour les activités biologiques, d’apres les résultats de la technique du piégeage du radical
libre DPPH, I’Olea europaea L. a montré une bonne activité antioxydant avec les quatre
extraits, en particulier, 1’extrait polyphénolique des feuilles d’oliviers sauvages qui a présenté
une Cls inférieure a 0.5mg/ml. Et ces résultat montrent aussi que les quatre extraits ont un
pouvoir anti radicalaire vis a vis de DPPH avec un effet trés proche de celui de 1’acide

ascorbique (vitamine C).

Par ailleurs pour I’activité antimicrobienne, toutes les souches testées bactériennes et
fongiques sont apparues sensibles, trés sensibles ou extrémement sensible au contact des

déférents extraits polyphénoliques d’Olea europaea L. (Feuilles et fruits).

Comme perspectives, et en vue de poursuivre et d’approfondir ce travail, il serait
nécessaire également de faire d’autres analyses telles que I’'HPLC pour déterminer les
composés majoritaires de nos extraits ; Envisager d’autres souches pour confirmer ’activité
antimicrobienne de nous extraits; Evaluer d’autres activités comme antidiabétiques,

anti-inflammatoire...etc. Aussi des études in vivo seront souhaitables pour déterminer les
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tissus et organes cibles, et rechercher leurs mécanismes d’action au niveau tissulaire et
moléculaire ; Et a4 la fin de faire une évaluation toxicologique, et développement d’un

médicament a base des extraits issus des feuilles et fruits d’olivier sauvage et cultivé.
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Glossaire

Anthocyane : Composé hétérocyclique oxygéné 1i¢ a deux noyaux benzéniques.
Antibiotique : Une molécule qui bloque ou détruit une bactérie est dite antibiotique.
Diurétique : Substance qui augmente la production d’urine.

Antiseptique : Agent d’un médicament propre a prévenir les infections.

Souche : Ensemble d’individus issus de repiquage successif d’une colonie microbienne.

Tonique : Qui stimule l'activité de l'organisme. Relatif au tonus musculaire. Qui donne de la

force, de 1'énergie, qui stimule le corps ou I'esprit.

Anti-inflammatoire : Réaction pour maintenir l'intégrité de I'organisme contre les attaques
Extérieures.

IC s0: La concentration minimale de 1’extrait (antioxydant) qui inhibe 50% du radical libre.
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Annexe 1

Matériel utilisé au cours de notre expérimentation :

e Appareillage:
- Balance électronique.
- Etuve.
- Rota vapeur.
- Broyeur électrique.
- Spectrophotométre UV-visible.
- Réfrigérateur.
- Agitateur magnétique.
- Bec Bunsen.
- Autoclave.
- Micropipette.

e Verreries et autre :

- Bécher 50ml.

- Ballon (250 ml ,500 ml).

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

- Entonnoir en verre.

- Cuvette de Spectrophotometre en verre.
- Ampoules a décanter.

- Erlenmeyer.

- Tubes a essai stériles.

- Boites de pétré.

- Disques en papier Wattman de 6 mm.
- Ecouvillons.

- Pied a coulisse.

- Papier Wattman n°1.

- Papier aluminium.

- Papier absorbant.

- Para film.

- Epand off.



- Pipette pasteur.
- Anse de platine.
- Portoirs pour les tubes.
- Pince de laboratoire.
- Pissette.
- Spatule.
e Réactifs et solution :
- Méthanol.
- Hexane.
- Folin Ciocalteu.
- Acide ascorbique.
- Acide gallique.
- Carbonate de sodium.
- DPPH.
- L’eau distillée.

- Gélose nutritive.
- Gé¢lose au sang frais.

- Gélose Sabouraud.



Annexe 2

Composition des milieux de culture

e Gélose nutritive : formule g/l

- Extrait de viande de baeuf. ... ..o lg
- EXtrait de 1eVUIre. . ..o e 2g
B ] 1703 1 Sg
- Chlorure de SOAIUML. ......oiinte e e e e e e 5¢g

F A AT e sieeee 1 O

pH=7.3
e Gélose au sang frais : formule g/l
- Infusion de cceur et de muSCle.......o.ooiiiiii i 375¢g
= BOthiCOMNE. ... e 10g
- Chlorure de SOAIUIM .....uinei e e 5¢g
2 .2 ) 15g
pH =8.3

e Milieu sabouraud (S) : formule g/l

e 50 1) 0 10g
= GIUCOSE. ..ottt 20g
2 . ) B P 15g
-Eau distille. ..., 1000ml
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