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Résumeé

L'olivier est considéré comme un des arbres qui font I'objet de nombreuses
expériences et études en raison de ses propriétés médicinales, pharmaceutiques, cosmétiques
et alimentaires, notamment parce que ses feuilles contiennent des propriétés bénéfiques pour
la santé humaine. Dans la présente étude on a réalisé une extraction des métabolites
secondaires a partir des en utilisant I'eau distillée une fois et un mélange eau/méthanol une
autre 30/70 v/v. Nous avons obtenu un rendement de 20.9 % pour 1’extrait méthanolique et
10.095 % pour I’extrait aqueux. L'examen phytochimique qualitatif réalisé sur les extraites a
montré la présence des flavonoides, des tanins et des poly phénols dans les deux, tandis que
I’extrait aqueux contient des saponines et 1’extrait méthanolique contient les terpenoides.
L’analyse quantitative des poly phénols totaux, des flavonoides totaux et des tanins condensés
des extraits a indiqué des teneurs importants dans les deux extraits. L’extrait méthanolique est
plus riche en poly phénols totaux (99,96+ 0.007mg/gMS), suivi de I'extrait aqueux (62,69+
0.092mg/g MS). L'extrait aqueux est le plus riche en flavonoides (30,43+ 0.002mg/g MS),
suivi de I'extrait méthanoique (23,37+ 0.001mg/gMS). Tandis que les teneurs en tanin
condensée sont proche avec (1.47+ 0.003mg/g MS) et (1.5 +0.003mg/g MS) dans I’extrais
méthanoligque et aqueux successivement. Le pouvoir antioxydant a été évalué par réduction du
fer (FRAP). L’activité antioxydant a ensuite ét¢ comparée a celle de 1’acide ascorbique.
L’extrait méthanolique a montré 1’activité antioxydant la plus élevée, surpassant 1’extrait
aqueux et ’acide ascorbique.De plus, I'extrait méthanolique a montré une activité inhibitrice
significative contre Escherichia coli, Staphylococcies aureus, Bacilles subtiles. En revanche,
I'extrait aqueux n'a montré aucune activité inhibitrice contre ces bactéries, mais il a montré
une activité antibactérienne plus élevée contre Pseudomonas aeruginosa. Aucun des extraits a
différentes concentrations, n'a montré d'activité inhibitrice contre le Candida alicante.

Mots clés : Olivier, extraction, métabolites secondaires,effet biologique.



Li¥aally bl lpaibaal | s el 5l el (e poall Cimiad U 3V el e 05 W6 jad iad
LS el (adatly aila Uit 50 8 L L) Aaal saie pailiad e 48l o) sinl Juady cdiliall y Lbiendll
Uleasi (A1 3 30 (paa/pas 70/30) Jsbisadl/elal) Tl 53 e shaiall bl Jlastinls o5t 3l sl (e 4 5300
G e sill Al el Gandll jelal Ll (alainall (10.095%) 5 ol 58l Galaiunall (20.9%) 252 0 e
a Laiy ¢ualiiuall 8 sidd al) o Cllill 5 2 53 3 LS e 3sa s Lo Jraniall Glaliiuall e o3l ) &
Deal Cppaliiina) S iy B e BlaaY cps 8 s Il el Galiiiall i gl Sl paliiel)
Jsndd sl (dlea) e 3 S il siae Clialiinnall A8Call i) 5 2SI by 5 5830l 5 ASH J gl gall oS Jolail
o=ldivdl 4l 9996 +0.007mg/gMS Jsiid sl Jaa) & oY) s sl paldiud) of aag
+ Clug @l Y gl paldied) G oasg . 62.690.092 mg/gMS+ sl
4 il ad Lo 464 @lanlill g, 23,37 0.001mMg/gMS + sl (alaivall 444 ¢30.430.002mg/gMS
.1.560.003mg/gMS + Sl saldicdl 5 1.470.003 Mg/gMS + sitisall (aldiidl dua ualiiiall 3
e ge 5uS sliadll BLEl 4 jlie cud & (FRAP) aaall JIal 5ok e 5208y Cililias 558 ayi
ystate SO abae balan lef Jsiliadl el Galdtie elal oo giill 550 cibalitie o el &Y
am IS Uadie Walis Jsiliall Galiiua) jelal celld 1) dlaaYl ely ) sSul) Gaea s Sl paliid)
o Sl paliiudl jeday &) (iadl & Bacillus subtilis s Escherichia colStaphylococcus aureus
b al  Pseudomonas aeruginosa 2 e f L Sl slae Lol jedal 4l oy Sl oda e oy Lol

.Candida Albicans b Ll ddlide &l 38 5y Gualdiuall (e

e sh sl N ¢ (adlALE S LS el s 311 5 el Agalidal) cilalSl)



Abstract

The olive tree is considered one of the most famous trees that had been the subject of
many experiments and studies due to its medicinal, pharmaceutical, cosmetic, and food
properties because its leaves contain beneficial properties for human health. The olive leaves
were subjected to extraction in distilled water and a water/ methanol mixture (30/70 v/v). The
extraction yields were 20.9% for the methanolic extract and 10.095% for the water extract.
Qualitative phytochemical examination relised on these extracts revealed the presence of
flavonoids, tannins, and polyphonols. The aqueous extract is characterized by the presence of
saponins. While, the terpenoids where present in the methanolic extract. On another hand the
alkaloids were absent in both extracts. Quantitative analysis of total polyphenols, total
flavonoids and condensed tannins of the extracts indicated that the methanolic extract was
found to be the richest in total polyphenols (99.96 +0.007mg/ gMS). While the aqueous extract
contains( 62.69+ 0.092mg/ gMS). The aqueous extract was found to be the richest in flavonoids
(30.43+ 0.002mg/ gMS), followed by the methanolic extract (23.37 +0.001lmg/ gMS). The
tannins were present in similar quantities for both extract; (1.47+ 0.003mg/gMS) and (1.56+
0.003mg/gMS) for methanolic and aqueous extracts successively. The antioxidant activity was
evaluated by iron reduction (FRAP). The antioxidant activity was then compared with that of
ascorbic acid. Among the olive leaf extracts, the methanolic extract showed the highest
antioxidant activity, surpassing the aqueous extract and ascorbic acid. The methanolic extract
showed important inhibitory activity against Escherichia coli, Staphylococcus aureus and
Bacillus subtilis. In contrast, the agueous extract showed no inhibitory activity against these
bacteria, but it showed higherantibacterial activity against Pseudomonas aeruginosa. None of
the methanolic and aqueous extracts, at different concentrations, showed inhibitory activity

against Candida albicane.
Key words:

Olive tree, extraction, secondary metabolits, effet biologique.
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Introduction

L’olivier (Olea europaea. L) constitue une substance fruitiere principale, dans le bassin
Méditerranéen, tant par le nombre de variétés cultivées que par I’importance sociale et

économique de sa culture et de son réle environnemental.(Gomes et al. 2012).

Les sous-produits dérivés des oliviers et des extractions d’huile d’olive sont
généralement appelés « sous-produits d’olive » (OzcanMatthauset al. 2017). Un nombre élevé
de sous-produits et de résidus dérivés de la culture de I’olivier et de I’industrie de la
transformation d’olivier sont obtenus chaque année et la plupart d’entre eux n’ont pas
d’applications pratiques. Les feuilles d’olive, I’un de ces sous-produits, se trouvent en grande
quantité dans les industries de 1’huile d’olive. Les feuilles représentent 10 % du poids des olives
récoltées pour I’extraction d’huile. En outre, ils s’accumulent également en grands volumes

dans les fermes lors de 1’élagage des arbres (BotsoglouGovariset al. 2010).

On estime que 1’¢lagage produit 25 kg de sous-produits (brindilles et feuilles) par arbre
chaque année. Les feuilles d’olive sont généralement briilées ou broyées avec le reste des
produits d’élagage d’oliviers, c¢’est-a-dire des branches (Romero-Garcia Nifio et al., 2014) et
sont ensuite jetées directement comme sous-produits, causant potentiellement des dommages

environnementaux et gaspillant une ressource (Xie Huang et al., 2015).

Par conséquent, la valorisation de ce sous-produit est nécessaire puisque, dans de
nombreux cas, les sous-produits gaspillés peuvent produire un contenu similaire, voire plus
élevé, de composeés bioactifs que le produit final (Ayala-Zavala Vega-Vega et al., 2011). Par
conséquent, ces composés bioactifs peuvent étre utilisés comme une source importante pour
produire des nutraceutiques ou étre inclus dans les aliments fonctionnels grace a leurs avantages

potentiels pour la santé.

Des extraits de feuilles d’olive ont été¢ récemment commercialisés comme produits
diététiques. Des produits commerciaux sous forme de tisanes ou de compléments alimentaires
sont disponibles dans le monde entier, sous forme de feuilles séchées complétes, de poudre,
d’extraits ou de comprimés (Tsimidou et Papoti, 2010). Il a été démontré que 1’encapsulation
d’extraits de feuilles d’olive a 1’aide de la cyclodextrine augmente la solubilité aqueuse des

résidus polyphénoliques de la feuille d’olive (Mourtzinos et al., 2007).



Les feuilles d’olivier ont été largement utilisées dans les remedes traditionnels dans les
pays Européens et Mediterranéens pour leurs composés bioactifs, telle que les composés
phénoliques actifs non transformés comme 1’Oléuropeine, 1'hydroxytyrosol et d'autres

flavonoides qui ont été identifiés (Armutcuet al. 2011).

L’objectif de notre étude est d’évaluer I’effetde type d’extraction sur, la qualité la
quantité en métabolites secondaires, ainsi que le pouvoir antimicrobien et antioxydant

desextraits.

Le présent travail est constitué de deux partie, une théorique comporte un recherche sur
la plante étudiée, les métabolites secondaires, ’activité¢ antibactérienne, antifongique et
antioxydante. Ainsi qu’une partie expérimentaleconstitue des matériels et méthodes utilisees,
les analyses qualitatives et quantitatives de quelques molécules bioactives des extraits

différents. Aussi que I’évaluation de ses activités antimicrobienne et antioxydante.
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Chapitre | :
Olivier et feuilles d’olivier




Chapitre I : Olivier et feuilles d’olivier

1. Historique sur ’olivier:

L'olivier est I'un des arbres développés les plus établis de la planete. Le début de l'olivier
a fait I'objet de nombreuses discussions. Des fossiles datant de I'époque tertiaire (il y a assez
longtemps) ont démontreé la présence d'un ancétre de I'olivier en lItalie des fossiles de feuilles
d'olivier ont été trouvés dans les magasins pliocénes de Mongardino (lItalie), restesfossilisés
dans les couches du Paléolithique supérieur du Nord L'Afrique, morceaux d'oléastres et centres
de fouilles énéolithiques en Espagne (AGGOUN-ARHAB, 2016).11 parait certain que l'olivier
a existé assez longtemps dans la localité qui concerne l'ancienne Perse et la Mésopotamie, puis
son développement s'est répandudans la "faucille mdre", région enveloppant I'Egypte, la Syrie,
la Palestine et la Phénicie. La toile de fond historique de I'olivier converge avec celle des
civilisationsnées autour du bassin méditerranéen (AGGOUN-ARHAB, 2016).

Le développement de l'olivier le long de la Méditerranée remonte au quatrieme
millénaire avant notre ére. L'olivier a été présenté au XVle siecle dans quelquescommunes
(LAHOUAZI et MADANI, 2017).

En Islam, I'olivier symbolise la présence du prophete. Grace a cet arbre béni, I'hnumanité
dispose de la lumiére que fait naitre la lampe & huile, cette lueur divine qui rapproche les
hommes d'Allah. On y retrouve cette évocation dans la vingt-quatrieme sourate du Coran, verset
35 : «Allah est la lumiéere des cieux et de la terre. Sa lumiere est semblable a celle d'une lampe
allumée grace a un arbre béni, un olivier dont I'huile éclairerait méme si nul feu ne le touchait.
» (Henry, 2003).

2. Définition de I'olivier:

L’olivier est un arbre de la famille des oléacées moyennement trapu de 2 metres parfois
tres large et de plusieurs metres de circonférence, se divise assez bas en de grosses branches
tortueuses. Il présente des rameaux fins parfois épineux. Les troncs se déforment et forment de
magnifiques sculptures naturelles. Toutes les parties de I’olivier sont utilisés, et cela depuis la
plus haute Antiquité. Le bois, jaune a brun clair, joliment veiné et marbré, tres dur,
lourdethomogéne permet le fagonnage d’objets traditionnels (André belot et al 2004)
(Figure01).
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Figure 01: Arbre d’olivier (photo original).
3. Description botanique:
3.1.Les organes aériens:
3.1.1. Letronc:

Selon Beck et Danks (1983) le tronc est jaunatre puis passe a la brune trés claire. 1l est
trés dur, compacte, court, trapu (jusqu’a 2m de diamétre), et port des branches assez grosses,

tortueuses, et lisse.
3.1.2.Les charpentieres:

Ce sont de grosses branches destinées a former la charpente de 1’arbre. C'est elle Les
principaux charpentiers ou branches meéres qui prennent leur origine sur le tronc. (Lossert W.
Bush, 1978).

3.1.3. Les rameaux:

Ils sont de couleur grise verdatre, leur croissance s’est poursuivie tout au long du
printemps et de I'automne. Mesurant quelques dizaines de cm, ils portent des fleurs puis des
fruits (Loussert et Brousse, 1978 ; Boukhezna, 2008).
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3.1.4. Les feuilles :

Mesurant de 3 a 8 cm,elles sont persistantes presque opposées et allongées de couleur
glauque un peu sombre au-dessus et blanc argenté en dessous. Elles sont portées par un court
pétiole (Andrébelotet al,2004).

3.1.5.Les fleurs:

Les fleurs d’olivier sont groupées en inflorescence comportant un nombre de fleurs,
variables d’un cultivar a un autre de 10 a plus de 40 par grappe en moyenne. Les fleurs

individuelles peuvent étre hermaphrodites ou staminées (Loussert et Brousse, 1978).

3.1.6.Les fruits :

La période de la mise a fruit s’étale d’octobre a novembre les fruits sont ovoides gros
(1,5 a 2 cm), longtemps verts, puis noirs a compléte maturité (Rol et Jacamon, 1988).la partie
charnue ou pulpe qui est comestible a plein maturité, c'est elle qui contient I'huile de 15% a

25% en poids selon les varietés(Max lambert ,2004).
3.2. Le Systéme racinaire:

L’olivier posséde un systéme racinaire fasciculé trés puissant, généralement situé sous
le tronc dans une profondeur de 50 a 70 cm. Des rejets, assureront la pérennité de 1’arbre

(Argenson et al., 1999 ).

A noter que dans les sols sablonneux, les racines se développent jusqua 6 m de

profondeur(Civantos, 1998).
4. classifications botaniques:

La classification botanique de I’arbre de ’olivier selon (Guignard, 2004) :
Reégne : Plantae
Embranchement:Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe: Eu dicotylédones
Sous classe : Astéridées

Ordre:; Lamiales
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Famille : Oléacées
Genre : Olea
Espeéce: Olea europaea

L’olivier cultivé ou Olea sativa :Arbre a rameaux cylindriques, avec de grandes
variations dans le feuillage et la taille des fruits suivant les variétés. L olivier sauvage ou Olea
silvestris (ou Olea Oleaster appelé Oléastre), arbrisseau a rameaux quadrangulaires et épineux,

a petites feuilles courte set petits fruits(Georgese J. Aillaud,1985).
5. Répartition géographique de I’olivier en Algérie:

L'Algérie est I'une des nations hyper méditerranéennes dont I'environnement est propice
au développement de I'olivier ou il est I'une des principales espéces de produits bio au niveau
public (Meziani et Chachoua, 2018).

L’oléiculture algérienne est constituée d’environ 32 millions d’arbres (Bensemmane,
2009 ;Mendil, 2009), répartie sur une superficie d’environ 328.884 hectares (FAOSTAT,

2013), s0it34,09% du verger arboricole nationa.

La majorité des surfaces oléicoles se localisent dans des régions de montagne et les
collines recouvrant une surface de 195 000 hectares (Khoumeri, 2009), ainsi que dans les
plaines occidentales Cette superficie a bien nettement augmenté par la mise en place d’un
programme national pour le développement de I’oléiculture intensive dans les zones steppiques,
présahariennes et sahariennes (Msila, Biskra, Ghardaia...) en vue d’augmenter les productions

et de minimiser les importations.
6. Les feuilles d’olivier:

Les feuilles d’olivier (10 % du poids total des olives), et liquide telque la margine, Les
quantités des produits de la taille ont été estimées a 25 kg de feuille et brindilles (Nefzaoui,
1991) (Figure02).
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Figure 02: Les feuilles d’olivier (photo originale)
6.1.Composition chimique des feuilles:

La composition chimique des feuilles d’olivier varie en fonction de nombreux facteurs
: la variété, Les conditions climatiques, de 1’dge des plantations ainsi que 1’époque de

récolte(Nefzaoui, 1995).

Les feuilles d’olivier vertes sont caractérisées par une matiere seche qui se situe autour
de 50 a 58%, celle des feuilles séches autour de 90% (Hassina et al., 2020).La teneur en
matieres azotées totales (MAT) des feuilles varie de 9 a 13%. La teneur en matiéres grasses
(MG) 5 a 7%, mais celle des constituants pariétaux et en particulier de la lignine est

constamment élevée (18 a 20%) (Civantos, 1983).

Les feuilles sont particulierement riches en carbohydrates. La matiere organique est
constituée par des protéines, des monomeres et polymeres phénoliques (tel que les tannins) et

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

6.2.Domaines d’utilisations des feuilles d’olivier:

6.2.1. Domaine de ’alimentation animale:

Les feuilles sont utilisées dans 1’alimentation des moutons et chévres (Delgado-
Pertinezet al., 2000). Elles sont également utilisées dans I’alimentation des dindes pour

améliorer la qualité de leurs viandes (Botsoglouet al., 2010).
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6.2.2. Domaine thérapeutique:

La consommation humaine d’infusion des feuilles d’olivier est bénéfique pour la santé
(Giaoet al., 2007). Les feuilles d’olivier ont un pouvoir anti- inflammatoire, antifongique et

antimicrobien (Talhaouiet al., 2015).
6.2.3. Domaine pharmaceutique:

La valorisation concerne 1’extraction des tocophérols et de 1’oleaeuropéine, ainsi que la
production de 1’hydroxytyrosol(De Lucas et al., 2002 ; Bouaziz et Sayadi, 2003).D’autres
substances extraite des feuilles d’oliviers sont également aussi valorisée, tels que les

flavonoides (Yuhonget al., 2006), les stérols et les alcools gras (Orozco-Solanoet al., 2010).
6.2.4. Domaine cosmétologique:

Les feuilles sont utilisées dans la formulation des produits cosmétiques, tel que les

savons, les cremes (Tadashi, 2006).
6.2.5. Industries Alimentaires:

Les feuilles peuvent étre utilisées comme ingrédients dans la formulation d’aliments
pour les hyper-glycémiques (KOMAKI, 2003). Stabilisant de I’huile de tournesol (FARAG et
al. 2007), et de I’huile d’olive (BOUAZIZ et al., 2008).

6.2.6. Utilisations traditionnelles des feuilles:

Les feuilles ont été largement utilisées dans les remedes traditionnels dans les pays

européens et méditerranéens comme des extraits, des tisanes, et des poudres (Karakaya, 2009).

Les feuilles d’olivier sont diurétiques et préconisées dans I’hypertension artérielle
modérée. L’extrait de feuilles est utilis¢ comme adjuvant dans les formes 1égeres de diabéte

(Ghedira,2008).

Les feuilles aussi, ont été largement utilisées en tant que remede pour le traitement de
la fievre (Lee et al., 2009). L’étude réalisée par (Jemalet al., 2008) montre que I’extrait de
feuille d’olivier diminue le taux de TSH sanguin avec une augmentation de la t3, probablement

due a une stimulation de I’enzyme qui convertit la T4 en T3.

Les feuilles possedent également des propriétés antimicrobiennes (Pereira et al., 2007)
contre certains microorganismes tels que les bactéries, les champignons et les mycoplasmes
(Ghanbariet al., 2012).
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Les extraits de plantes contiennent une large gamme de composés chimiques végétaux
qui jouent des réles multiples dans les plantes. Bien que les roles physiologiques exacts de ces
extraits restent a déterminer, la diversité moléculaire des métabolites qu'ils renferment leur
confére une grande variété de roles et de propriétés biologiques.

1. Les activités antioxydants:

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser les radicaux libres, qui sont
des molécules hautement réactives pouvant causer des dommages cellulaires. Les radicaux
libres sont produits naturellement dans notre corps lors du processus de métabolisme, mais leur
accumulation excessive peut entrainer un stress oxydatif, qui est associé a diverses maladies.

L'activité antioxydant réelle découverte dans les olives est I'oleaeuropéine, qui permet
de réduire l'oxydation du cholestérol LDL et de protéger les fibres nerveuses contre les
dommages causés par l'oxygéne. Le LDL oxydé est la forme la plus nocive du cholestérol et
peut commencer a endommager les tissus des vaisseaux sanguins, favorisant ainsi la formation
d'athérosclérose. (CHIMI et al., 1995).

1.1. Stress oxydante:
1.1.1. Définition:

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la production de radicaux libres ou de
substances pro-oxydantes et les systemes de défense antioxydants de I'organisme. Les radicaux
libres sont des molécules trés réactives contenant un électron non apparié, ce qui les rend
instables. En raison de cette instabilité, ils peuvent réagir avec d'autres molécules a l'intérieur
des cellules, endommageant les lipides, les protéines, les acides nucléiques et d'autres
composants cellulaire. (Gammoudiet al., 2013). L exposition chronique au stress oxydatif, par
exemple, peut favoriser 1’apparition de cancers, de maladies vasculaires et de maladies

cardiaques.(Figure03) (Favier, 2006 ; Nkhili, 2009).

Figure03: Déséquilibre de la balance entre antioxydant setpro-oxydants (Favier, 2003).
1.1.2. Conséquence des stress oxydante:
Le stress oxydatif peut causer des dommages aux structures cellulaires, a I'AND, aux

lipides et aux protéines en raison de la présence de concentrations élevées de types d'oxygene

e
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réactifs (Valkoet al., 2006). Le stress oxydatif est considéré comme la principale cause de
nombreuses maladies chroniques telles que le cancer, le syndrome de détresse respiratoire
aigué, 'eedéme pulmonaire, le vieillissement accéléré, et ainsi de suite. Il est également 1'un des
facteurs qui favorisent l'apparition de maladies multifactorielles telles que le diabéte, la maladie
d'Alzheimer, l'arthrite et les maladies cardiovasculaires. (Favier, 2003).

1.2. Radicaux libres:

1.2.1. Définition:

Les radicaux libres sont des espéces chimiques hautement réactives qui contiennent un
ou plusieurs électrons célibataires. Leur réactivité provient de leur recherche d'électrons pour
atteindre une configuration électronique plus stable. Les réactions des radicaux libres peuvent
causer des dommages dans les tissus vivants, mais les antioxydants peuvent les neutraliser en
leur donnant un électron.(Tableau01) (Goudable, J. & Favier, A. 1997).

Tableau 01: Principaux radicaux libres et leur structure chimique (Haton,2005).

Radicaux libres (nomenclature) Structure chimique
Radical hydroxyle OH"

Radical hydroperoxyde HOO"

Radical peroxyde ROO"

Radical alkoxyle RO"

Peroxyde d’hdrogéne” H20:

Peroxynitrite ONOO"

Anion superoxyde ory

* : Espeéce active de ’oxygene non-radicalaire

1.2.2. Production des radicaux libres:

La production d'especes oxydantes est le résultat inévitable du processus métabolique
aerobie. En réalité, le corps a besoin d'oxygene (O2) pour produire de I'énergie lors des réactions
connues sous le nom de respiration oxydative. Cependant, une petite quantité d'oxygene
s'échappe de sa réduction dans I'eau au niveau des mitochondries, et peut ainsi étre une source
de production de radicaux libres oxydants.(Chu et al., 2010) . Les autres sources de production
de radicaux libres peuvent étre classées en deux catégories principales : les sources internes ou

RL, qui sont des produits résultant des réactions dans le corps, et les sources externes telles que
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le tabagisme, l'exposition aux rayons ultraviolets, I'utilisation de medicaments, de réactifs
chimiques, de solvants industriels et I'exposition a la pollution environnementale. (Pastre,
2005).

1.3.Les antioxydants:

1.3.1. Définition:

Les antioxydants sont des composés, qu'ils soient naturels ou synthétiques, qui
empéchent ou retardent le processus d'oxydation d'autres composés en intervenant a différentes
étapes de ce processus. Les antioxydants se caractérisent par leur stabilité suffisante pour
donner des électrons aux radicaux libres agressifs et les neutraliser, réduisant ainsi leur capacité
a causer des dommages. Les antioxydants jouent un réle important dans la prévention des
maladies chroniques telles que les maladies cardiaques, le cancer, le diabéte, I'nypertension
artérielle et la maladie d'Alzheimer.(Nimse et Pal, 2015).

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour contréler les réactions radicalaires. On
peut modifier la réaction radicalaire en capturant les composés qui déclenchent cette réaction.
De plus, on peut capturer les ions métalliques tels que Fe?* pour réduire l'activité des réactions
radicalaires. On peut également neutraliser l'anion superoxyde pour éviter la formation de
peroxydes en ajoutant des agents neutralisants pour cet anion. En outre, il est possible de mettre
fin a la réaction de diffusion dans la préparation de la réaction radicalaire ou de réduire la
concentration d'O2 pour contrdler les réactions d'oxydation.(Maurent, 2017).

1.3.2. Types des antioxydants:

1.3.2.1. Les antioxydants endogénes (enzymatiques):

Sont des enzymes ou des protéines qui agissent contre I'oxydation dans le corps,
comprenant des enzymes telles que la superoxyde dismutase, la catalase, et d'autres. Ils sont
produits internement dans le corps en utilisant des minéraux spécifiques. Ces antioxydants font
partie intégrante des fonctions naturelles du corps et jouent un rdle essentiel dans le maintien
de I'équilibre oxydoréducteur dans les cellules. Cependant, la quantité de ces antioxydants
diminue progressivement avec I'age, ce qui peut entrainer une augmentation des effets de
I'oxydation dans le corps et leur association avec de nombreuses affections liées au
vieillissement.(Mika. A et al., 2004).

e Le superoxyde dismutase (SOD):

La superoxyde dismutase (SOD) est une protéine dotée d'une activité enzymatique qui
favorise la dégradation de l'anion superoxyde O e-. Plusieurs types de SOD existent, se
distinguant par la présence de différents minéraux (métaux) au sein de leur structure,
notamment la Cu-SOD.(Frédéric, 2011).

n
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e Lacatalase (CAT):

Est une enzyme présente principalement dans les globules rouges et les peroxysomes
hépatiques. Son action est étroitement liée a celle du superoxyde dismutase (SOD), car elle
accélére la décomposition du peroxyde d'hydrogene en eau et en oxygene moléculaire. (Piquet
et Hébuterne, 2007).

e La glutathion peroxydase:

Est une enzyme qui requiert la présence de sélénium en tant que cofacteur. Elle se trouve
a la fois dans le cytosol et la matrice mitochondriale. Son réle principal est de catalyser la
dégradation des peroxydes organiques (ROOH) et du peroxyde d'hydrogéne (H20,). (Valkoet
al., 2006).

1.3.2.2.Les antioxydants exogenes (non enzymatiques):

Les antioxydants exogenes, c'est-a-dire ceux qui ne sont pas produits par I'organisme,
sont des substances qui peuvent agir comme des antioxydants in vivo. Parmi ces substances, on
trouve la vitamine E, I'acide ascorbique (vitamine C), les caroténoides, les flavonoides et les
composés phénoliques. Ces antioxydants ont la capacité de stabiliser les membranes cellulaires
en réduisant leur perméabilité, et ils peuvent également se lier aux acides gras libres.(Koechlin-
Ramonatxo, 2006).

e Vitamine E:

Fait référence a une famille de composés appelés tocophérols (a, B, 9, v). En raison de
sa nature hydrophobe, la vitamine E peut s'insérer dans les acides gras des membranes
cellulaires et des lipoprotéines, ou elle joue un réle protecteur en prévenant la propagation de
la peroxydation lipidique causée par le stress oxydatif. Parmi les tocophérols, seuls les a et 6
tocophérols présentent les propriétés antioxydants les plus intéressantes. (Figure04) (Vertuani,
Angusti et Manfredini, 2004).
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Figure 04: Vitamine E(tocophénol) (Vertuani, Angusti et Manfredini, 2004).

e Lavitamine C:

Egalement connue sous le nom dacide ascorbique, est l'un des antioxydants
hydrosolubles les plus importants présents dans les fluides intra- et extracellulaires. Elle joue
un réle essentiel en réagissant directement avec des espéces réactives de I'oxygene (ERO) telles
que HO¢ ou O *. En outre, la vitamine C est capable de régénérer 'a-tocophérol, une forme de

vitamine E, ce qui contribue a prévenir I'oxydation des lipides (Figure05).

H/
Z
-

HO OH

Figure 05: Vitamine C(acide ascorbique).(Vertuani, Angusti et Manfredini, 2004).

e Lescaroténoides:

Sont des pigments synthétisés par les végétaux, parmi lesquels le béta-caroténe et
I'alpha-carotene jouent un role crucial. Ces composés conferent aux fruits et 1égumes leurs
couleurs vives allant du orange au rouge en passant par le jaune. Leur fonction principale est
de protéger les plantes. De plus, la plupart des caroténoides possedent des propriétés

antioxydants (Figure06) (Causse, 2005).
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Figure 06 : Deux exemples de structure des caroténoides (Patrick et Graham,2002).
1.3.3. Mécanismes d’action des antioxydants:

Les antioxydants agissent de différentes manieres pour neutraliser les radicaux libres et
protéger les cellules. Ces mécanismes comprennent la capture de l'oxygene singulet, la
désactivation des radicaux par une réaction d'addition covalente, la réduction des radicaux ou
des peroxydes, ainsi que la chélation des métaux de transition. (Favier, 2006) .Les antioxydants
sont classes en deux catégories,Selon leur mode d’action:

1.3.3.1. Systeme de défense primaire:comprend des antioxydants tels que la catalase
et le glutathion (GSH). Ces composés jouent un rdle essentiel en prévenant la production de
radicaux libres (ROS) en limitant la phase initiale des réactions d'oxydation. En agissant de
maniere préventive, ces antioxydants contribuent a protéger les cellules contre les dommages
oxydatifs.

1.3.3.2. Systeme de défense secondaire:Les tocophérols, comme les antioxydants,
agissent comme un systeme de défense secondaire en piégeant directement les radicaux
oxydants. Ils jouent le r6le de "briseurs” de la chaine radicalaire en bloquant les réactions de
propagation, empéchant ainsi les dommages oxydatifs.(Buettner, 1993).

2. Activité antibactérienne:

Les polyphénols présentent une activité antibactérienne significative et variée, qui peut
étre attribuée a leur diversité structurelle. Le nombre et la position des groupes hydroxyles sur
les groupes phénoliques semblent étre liés a leur toxicité relative envers les microorganismes,
avec une corrélation directe entre le degré d’hydroxylation et la toxicité (Cowan, 1999). Il a
également été observé que les composes phénoliques oxydés ont une plus grande capacité a
inhiber les microorganismes (Scalbert, 1991). Parmi les polyphénols, les flavane-3-ols, les

W
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flavonols et les tanins ont suscité davantage d'intérét en raison de leur large spectre d'activité

antimicrobienne et de leur forte efficaciteé par rapport aux autres polyphénols (Daglia, 2011).

Ces composés exercent leur action inhibitrice en agissant sur des mécanismes internes
plut6t que sur la paroi bactérienne. On suppose qu'ils interagissent avec I'ADN, I'ARN et la
synthése proteique des microorganismes (Ulanowskaet al., 2008). De plus, ils sont capables de
supprimer plusieurs facteurs de virulence bactérienne, tels que la formation de biofilms,
I'adhésion aux ligands de I'h6te et la neutralisation des toxines bactériennes. Ils peuvent

également agir en synergie avec certains antibiotiques (Daglia, 2011).
2.1. Les souches bactériennes :
2.1.1. Escherichia coli ATCC 25922:

Escherichia coli est une espéce appartenant a la famille des Enterobacteriaceae. C'est
une bactérie de forme coccobacille, gram négatif et mobile grace a sa ciliature peritriche. Elle
peut se développer en présence d'oxygene ou en l'absence d'oxygéne, ce qui la classe comme
une bactérie aérobie facultative ou anaérobie facultative. De plus, elle est catalase positive et
oxydase négative selon les travaux (Irving et al., 2005).Cette bactérie est capable de fermenter
le glucose et le lactose, provoquant ainsi la production de gaz. Elle est utilisée comme indicateur
de la contamination fécale dans les eaux potables et les aliments, conformément aux recherches
de(Kayser et al., 2005).

2.1.2.Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853:

Pseudomonas aeruginosa est I'espece la plus fréquemment rencontrée du genre en ce
qui concerne la pathologie infectieuse. Elle est classée parmi les pathogenes opportunistes. Les
infections causées par cette espéce peuvent avoir une origine endogéne ou exogene. Dans le
cadre des infections communautaires, Pseudomonas aeruginosa est principalement responsable
de broncho-pneumopathies( Fiche technique _ Bactériologie 111 EN.FTBAC. 14-10-11.01
Emis le 17 mai 2011 Page 1 sur 4).

2.1.3. Staphylococcus aureus ATCC 25932:

Staphylococcus aureus, également connu sous le nom de staphylocoque doré, est une
bactérie en forme de coque, a coloration de Gram positive, qui ne sporule pas et est immobile.
Elle peut se développer en présence ou en absence d'oxygene, ce qui la classe comme aéro-

anaérobie facultatif. S. aureus possede des enzymes telles que la catalase et la coagulase.
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En tant gu'espece type du genre Staphylococcus, elle est connue pour produire de
nombreuses toxines, y compris les enterotoxines (SE), qui sont produites par certains S. aureus
portant les genes correspondants. Ces toxines sont responsables d'épidémies associees a cette

bactérie(De Buyser M. L., Sutra L. (2005). Staphylococcus aureus. In: Federighi ).
2.1.4. Bacillus subtilis ATCC 25973:

Bacillus subtilis est une bactérie en forme de batonnet appartenant a la famille des
bactéries gram-positives. On le trouve largement dans la nature et il fait également partie de la
flore microbienne intestinale. La Food and Drug Administration (FDA) des Etats-Unis classe
Bacillus subtilis comme un organisme généralement reconnu comme sir (GRAS), ce qui
signifie qu'il est généralement considéré comme sr et peut étre utilisé sans problémes dans les
laboratoires de niveau de biosécurité S1. Les colonies de Bacillus subtilis ont une taille
irréguliere avec des marges ondulées. Elles apparaissent comme des colonies blanches et ternes
avec une texture seche (Lopez D., Vlamakis H. &Kolter R Generation of multiple cell types
in Bacillus subtilis. FEMS MicrobiologyReviews. Jan 2009).

3. Activité antifongique:

Les infections fongiques constituent l'un des problemes de santé publique les plus
graves a travers le monde. Les mycoses peuvent se presenter sous la forme d'une infection
superficielle bénigne, mais elles peuvent également évoluer en lésions systémiques graves et

handicapantes, entrainant des taux de mortalité élevés (Hay, 2006 ; Lupiet al., 2005).

La thérapie des infections fongiques repose principalement sur l'utilisation
d'antifongiques. Cependant, une prescription excessive et parfois inappropriée de ces agents
peut conduire a la sélection de souches multirésistantes. C'est pourquoi il est important
d'orienter les recherches vers la découverte de nouvelles voies, notamment en explorant les

plantes comme source d'inspiration pour de nouveaux médicaments (Ganaou, 1972).
3.1. Les souches fongiques:
- Candida albicans ATCC 10231:

Candida albicans est un champignon polymorphe qui présente la capacité de passer
rapidement entre deux formes cellulaires distinctes : des cellules rondes appelées levures, et des
filaments pseudo-mycéliens ou hyphes (Bahn et al., 2007). Normalement, Candida albicans et
d'autres espéces de Candida sont présents de maniére endogéne chez les individus, sauf chez

les personnes immunodéprimeées (Scheibler et al., 2017). Candida albicans est un champignon
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commensal chez les humains, souvent associé a un microbiote oral normal (Williams et Lewis,
2011).

4. Antibiotiques:

Les antibiotiques sont des substances d’origine naturelle, hémi-synthétiques ou
synthétiques capables d’inhiber la croissance ou d’entrainer la mort des bactéries. Ils ont une
activité sélective et spécifique liée a un mécanisme d’action précis (Bryskier, 1999). Ce sont
les principales armes médicamenteuses les plus efficaces utilisées contre les infections
bactériennes. Les antibiotiques peuvent étre classés selon l'origine, la nature chimique, le
mécanisme d'action et le spectre d'action (Yala et al., 2001). La classification des antibiotiques

selon leurs mécanismes d’action est cependant la plus répandue.
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1. Les composés phénoliques:

1.1. Généralité sur les composés phénolique :

Egalement connus sous le nom de polyphénols, sont des substances produites par le
métabolisme secondaire des plantes. lIs se trouvent dans tous les organes de la plante. (Apaket
al., 2007).

Ces composés se distinguent par la présence d'au moins un noyau benzénique dans leur
structure, auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle, qui peut étre libre ou
impliqué dans une fonction éther, ester ou hétéroside. (Bruneton, 1999; Handique et Baruah,
2002) (Figure Q7).

Groupe hydroxyle » OH

Anneau
aromatique .

Figure 07 : Structure de base des polyphénols (Manallha,2012).

Les polyphénols jouent un réle crucial dans le contrdle de la croissance et du
développement des plantes en interagissant avec différentes hormones végétales impliquées
dans la régulation de la croissance. De plus, ces composés permettent aux plantes de se défendre
contre les rayons ultraviolets nocifs. Certains polyphénols ont également la capacité de
renforcer la résistance des plantes aux infections causées par les champignons et les
bactéries.(Makoi et Ndakidemi, 2007).

Les polyphénols sont fréquemment employés dans I'industrie agroalimentaire en tant

qu'additifs, colorants, ardmes ou agents de conservation.(Bruneton, 1999).
1.2.Classification des composés phénoliques:

Harborne (1980) a proposé une classification des substances basée sur les polyphénols.
Cette classification repose sur deux criteres principaux : le nombre d'atomes constitutifs et la
structure de squelette de base (Macheixet al., 2006). Ainsi, on distingue différents groupes de
polyphénols tels que les acides phénoliques (phénols simples), les flavonoides, les lignanes, les

stilbenes, les coumarines et les tanins (Tableau02) (Boros, 2010).
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Tableau 02 : Structure des squelettes de spolyphénols(Crozieretal.,2006).

Classification Squelette Exemple Structure
HO,
Acidesphénolique C6-C1 Acidegallique s 2
OH
HO
OH
Acideshydroxycinna C6-C3 Acidecoumarique /@MO
ges HO
=
Coumarines C6-C3 Omblliférone
HO 0~ o
CH CH
Lignanes (C6-C2), Entérodiol oo | .~«:"C”
g AOH
Stilbenes C6-C2-C6 Resveratrol "G\I,m],%ﬁ
\\Tsi
QH
T/\"/UH
Flavonoides C6-C3-C6 Kaempférol Ho\l/\ro l)'\//
{%\"OH
L
| e
Tanins (C6-C3-C6)n Procyanidine -

1.2.1. Les acides phénoliques:

Sont divisés en deux sous-classes :
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1.2.1.1. Acides hydroxybenzoiques:

De base de type (C6-C1) qui sont des dérivés de l'acide benzoique, sont largement
présents dans la nature, se trouvant a la fois sous forme libre et sous forme de composés
combinés tels que des esters ou des hétéro latéraux et incluent plusieurs molécules et les plus

fréquentes sont. L'acide gallique, I'acide vanillique(JOHN et al., 2014).
1.2.1.2.Acides hydroxycinnamiques:

De base de type (C6-C3), tels que I'acide cinnamique, l'acide caféique, I'acide ferrulique,
I'acide p-coumarique et I'acide sinaptique, sont couramment trouvés sous forme d'esters d'acides
phénoliques dérivés de I'acide cinnamique (John et al., 2014).Les degrés d’hydroxylation et de
méthylation sur le cycle benzénique conferent a ces molécules une réactivité chimique

importante (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
1.2.2. Tanins:

Les tanins sont des molécules a poids moléculaire élevé, ayant une masse moléculaire
comprise entre 500 et 3000, et leur nom dérive du processus de tannage.(Bruneton, 2009). Ils
sont des composes polyphénoliques présents naturellement dans les plantes. Les tanins jouent
un roéle crucial dans la défense des végétaux contre les insectes et les champignons. On les
trouve dans toutes les parties des plantes, telles que I'écorce, les racines et les feuilles, bien que
leurs proportions puissent varier. (Santiago-Medina, 2017).1l existe deux grands types de
tanins, qui se distinguent par leur activité chimique et leur composition : les tanins

hydrolysables et les tanins condensés.(Macheix, 2005).
1.2.2.1.Les tanins condensés:

Sont des polymeéres de flavonoides composés d'unités flavan-3-ols. Ils ont un degré de
polymérisation variant de deux a plus de 50 unités (Khanbaba et Ree, 2001). Ces unités sont
lices ensemble par des liaisons fortes de carbone, ce qui rend les tanins condenses non
hydrolysables. Cependant, ils peuvent étre oxydés par des acides forts, ce qui entraine la

libération d'anthocyanidines (Figure08).

ﬂ
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Figure 08 : La structure de base des tannins condensés (Porter et al , 1986).

1.2.2.2.Les tanins hydrolysables:

Polymeéres a base de glucose d'ont un radical hydroxyle forme une liaison d'ester avec lI'acide
gallique (Hopkins, 2003). Les plantes riches en tanins sont utilisées pour retendre les tissus
souples et pour réparer les tissus endommagés par uneczéma ou une brilure, elles rendent les

selles plus liquides, facilitant ainsi le transit intestinal (Figure09) (Iserinet al., 2001).

Figure 09: Structure de base de Tannin hydrolysable (Iserinet al., 2001).

1.2.3. Flavonoides:

ﬂ
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Sont des composes d'origine végétale qui tirent leur nom du terme latin "flavus",
signifiant jaune. Ils se caractérisent par une structure de type C6-C3-C6 et ont un poids
moléculaire relativement faible. En plus des chlorophylles et des caroténoides, les flavonoides
jouent un réle important dans la coloration des plantes(Wichtl et Anton, 2009). Ils peuvent
exister sous forme libre, appelée aglycone, ou sous forme de glycosides, ou ils sont liés a un ou
plusieurs groupes sucre. Les flavonoides se composent de plusieurs sous-groupes qui
contiennent deux ou plusieurs cycles aromatiques. Ces cycles sont reliés entre eux par des ponts
carbonés, et chaque cycle peut porter un ou plusieurs groupes hydroxyles phénoliques. Cette
structure complexe confere aux flavonoides leurs propriétés biologiques et leurs multiples

bienfaits pour la santé.(Figure10) (Heller et Forkmann, 1993).

Figure 10: Structure de base des flavonoides. (Dacosta,2003).

1.2.4. Quinones:

Les quinones sont des composeés fascinants qui possédent des caractéristiques unigques
et jouent plusieurs réles importants. On les trouve largement répandus dans la nature, tant dans
les tissus animaux que végétaux. Ils jouent un réle essentiel dans la chaine de transport des
électrons, permettant ainsi le maintien des fonctions biologiques chez les plantes et les animaux.
En dehors de leurs fonctions biologiques, les quinones ont été utilisées dans de nombreuses

pratiques cliniques variées (Naoya et Naotaka, 2014).

Les quinones sont reliées a des composés phénoliques simples. Certaines quinones plus
complexes, ou la partie aromatique est liée a une chaine latérale isoprénique, jouent souvent
des rdles biologiques cruciaux chez les organismes vivants, en particulier dans le transfert des

électrons au sein des mitochondries et des chloroplastes (Macheixet al., 2005).

1.3.Biosynthése des composes phénoliques:

ﬂ
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Les composés phénoliques peuvent étre produits dans les plantes par le biais de deux voies

métaboliques : la voie du shikimate et la voie des polyacétates(Macheixet al., 2006).
1.3.1. Lavoie de Shikimate:

Ene voie métabolique qui, suite a la transamination et a la désamination, conduit a la formation
des acides cinnamiques et de leurs nombreux dérivés, tels que les acides benzoiques et les

phénols simples (Knaggs, 2003).
1.3.2. Lavoie d'acétate:

Un chemin métabolique qui conduit a la formation de poly B-coesters, également
appelés polyacétates, qui peuvent varier en longueur. Ces polyacétates peuvent subir une
cyclisation, donnant ainsi naissance a des composés polycycliques tels que les dihydroxy-1,8-

anthraquinones ou les naphtoquinones (Nackz et Shahidi, 2004).
1.4.Rdle et intérét des composés phénoliques Chez | humains:

Les composés phénoliques jouent un réle important dans la protection contre certaines
maladies en raison de leur capacité a interagir avec de nombreuses enzymes et de leurs

propriétés antioxydantes (Fleurietet al., 2005).

Les polyphénols, contrairement aux antioxydants synthétiques tels que le
butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluene (BHT) et le 2,2-diphényl-1-

picrylhydrazyl (DPPH), sont considérés comme sans effet nuisible sur la santé humaine.

Les polyphénols trouvent également leur utilisation dans l'industrie agro-alimentaire en

tant qu'additifs, colorants, ardmes ou agents de conservation (Bruneton, 1999).
2. Alcaloides:

Sont des composés organiques azotés d'origine végétale qui présentent des
caracteéristiques alcalines et une structure complexe, généralement sous la forme d'un noyau
hétérocyclique. On les trouve dans de nombreuses familles de plantes. La plupart des alcaloides
sont solubles dans I'eau et l'alcool, et ils ont un godt amer. Il convient de noter que certains

alcaloides sont hautement toxiques (Figurell) (Wichtl et Anton, 2009).

ﬂ
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Figure 11: Exemple d'alkaloide(lamorphine).(OsbournetLanzotti,2009).

Les principes actifs présents dans de nombreuses plantes médicinales jouent un role
essentiel dans la découverte de médicaments tels que la morphine, la quinine, la cocaine et
I'atropine. lls ont également contribué au développement de l'industrie pharmaceutique
(Omulokoliet al., 2000). L'étude de leur mécanisme d'action a permis leur utilisation en tant
que réactifs biologiques en neurochimie et en chimiothérapie. De plus, ils possédent des
propriétés antioxydantes (Roué, 2011).
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Notre travail de recherche a été réalisé au niveau du laboratoire pédagogique qui fait
partie de faculté des sciences de la nature et de la vie de lI'université Echahid Hamma Lakhdar

d'El- Oued. L’activité antimicrobienne a été réalisée au niveau de laboratoire EL Madjd.
1. Présentation de la région d'étude:
1.1. Situation géographique de la wilaya al -Mughayir:

Al-Mughair est un willaya algérien situé au sud-est de I'Algérie. Elle couvre une
superficie de 8 835 kilometres carrés. Elle est bordée au nord par la willaya de Biskra, a I'est
par la wilaya d'El-oued, a l'ouest par la willaya d'Ouled Jalal et au sud par la willaya de
Touggourt et Ouargla. Une zone semi-aride riche en eaux souterraines. Il se caractérise par un

sol fertile propice a lI'agriculture.
2.Matériel :
2.1. Matériel biologique:
2.1.1. La plante:
Les feuilles d'olivier ont été récoltées a partir d’un seul arbre dans la région de

M'arara. (Al-Mughayir).
2.1.2. Les souches utilisees:

Nous avons utilisé une souche de réféerence de Candida albicans ATCC 10231 et quatre
souches bactériennes, dont deux souches a Gram négatif, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 et Escherichia coli ATCC 25922, et deux souches a Gram positif, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 et Bacillus subtilis ATCC 25973.Les bactéries de référence de I' institut pasteur.

2.2.Matériel technique d'étude au laboratoire:
2.2.1. Les produits et réactifs:

Eau distillée (H20).

e Méthanol.

e Magnésium (Mg).

e Chlorure d'hydrogéne (HCI).
e Chlorure ferrique 1% (FeCls).
e Réactif Drajendorf.

e Liqueur de fehling.
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e Chloroforme (CHCIs).

o Acides sulfurique (H2SOa).

e Folincioalteu.

o Bicarbonate de sodium (7.5%) (Na>CO3).
e Trichloride d'aluminium (AICls) 2%.

e Vanilline 4%.

e Solution saline stérile (NaCl 0,9 %).

e DMSO 5%.

2.2.2.verreies et petits matériels :

- Erlenmeyer.

- Pipettes pasteur.

- Béchers de 500 et 1000 ml.

- Tubes a essai.

- Micropipette 1000 pl.

- Flacons en verre de 250 ml.

- Boites pétri.

- Disques de papier wattman (buvard).
- Spatule.

- Entonnair.

- Milieu de culture Mueller-Hinton.

- Loop sterile.
- Ecouvillon sterile.

- Cones.

2.2.3. Appareillage:

- Réfrigérateur.

- Etuve.

- Balance électronique.

- Spectrophotometre UV-Visible.
- Agitateur.

- Autoclave.

- Evaporateurrotatif (Rotavapor).

- Bain marie.

- VITEK® DENSICHEK® McFarland.
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- Bunsen.

3. Méthodes :
3.1. Préparation du matériel végétale :
3.1.1.Séchage et conservation:

Les feuilles d’Oliver ont été nettoyées puis séchées a I'abri de la lumiere et de 'humidité

a température ambiante pendant trois semaines.
3.1.2. Broyage et tamisage:

Cette Broyées les feuilles d'olivier a l'aide d'un broyeur électrique jusqu'a I'obtention d'une
poudre fine, puis on I'homogénéise par tamisage et récupérer pour une ultérieure

utilisation.(Figurel2).

HIEHAS o

Figure 12: La poudre de la feuille d'olivier.

3.2. Préparation des extraits:

Nous avons réalisé deux méthodes d'extraction pour obtenir les composés actifs: la
premiére implique lI'immersion de la substance dans un mélange de méthanol et d'eau, tandis

que pour la seconde on a utilise uniquement I'eau.

Pour préparer I'extrait méthanolique a partir des feuilles d'olivier, nous avons utilisé 20g
de poudre pour une macération dans un mélange méthanol/eau (70/30: V/V) équivalent a 100

ml.

Nous avons également préparé un extrait aqueux en macerons 20 g de poudre dans de
I'eau (100ml).

Ces macérations ont été effectuées en trois étapes, durant trois jours consécutifs, avec
un changement de solvant chaque 24 heures a température ambiante et a I'abri de la lumiere.
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Ensuite, le mélange a été filtré sur du papier wattman. Pour la troisieme macération, le
méthanol a été éliminé du filtrat par évaporation sous pression réduite a I'aide d'un rotavapor,
puis le résidu a été séché a I'étuve a une température ne dépassant pas 45°C. L'extrait a été
conservé jusqu'a son utilisation selon les recommandations de Talbi (Figurel3) (Talbiet al.
2015).

Figure 13: Protocole d'extraction des composés phénoliques.

3.3. Rendement d'extraction:

Nous pouvons déterminer le rendement des plantes en extraits sec est calculé par la

formule donnée par Fallehet al. (2008).

R(%)= 100 Mext / Méch

Ou:
R: est le rendement en %.
Mext: est la masse de I'extrait apres évaporation du solvant en mg.

Mech: est la masse seche de I'échantillon végétal en mg.

3.4. Analyses qualitatives:
3.4.1. Screening phytochimique :

Le screening phytochimique est une méthode essentielle pour mettre en évidence la

présence des différentes familles de composés chimiques dans un échantillon donné.
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Le principe de cette méthode repose soit sur la formation de complexes insolubles par
le biais de réactions de précipitation, soit sur la formation de complexes colorés grace a des
réactions de coloration, qui impliquent la conjugaison ou l'instauration dans une molécule
(Mohammedi, 2013).

3.4.1.1. Test de flavonoides:

Pour mettre en évidence la présence de flavonoides, on traite 1 ml d'extrait avec
quelques gouttes d'acide chlorhydrique (HCI) concentré et 0,1 g de tournures de magnésium. Si
des flavonoides sont présents, une couleur rose ou rouge se développera aprés 3 minutes
(Bouhadjera, 2005).

3.4.1.2. Test de tannins:

Les tanins sont mis en évidence a partir de 0.5 ml d'extrait placé dans un tube en
presence de quelques gouttes de FeCls (1% préparé au méthanol). Apres I'agitation de I'extrait,
la couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun verdatre en présence de

tanins catéchiques (Karumiet al. 2004).
3.4.1.3. Test des alcaloides:

1ml d'extrait végétal est additionné d'une goutte de HCI concentré, la solution obtenue
est ajoutée deux goutte de réactif de Drajendorf. L'apparition d'un précipité ou d'une coloration

orange indique la présence d'alcaloides (Bagreet al. 2007).
3.4.1.4. Test des sucres réducteurs:

Les sucres réducteurs ont été détectés dans les extraits bruts en utilisant le réactif de
Fehling. Pour cela, 1 ml d'extrait brut est mélangé avec 1 ml de liqueur de Fehling. Si une
réaction positive se produit, un précipité rouge brique se forme aprés 2 a 3 minutes de chauffage
au bain-marie a 70 °C (Békroet al. 2007).

3.4.1.5. Test des polyphenols:

La présence de polyphénols a été caractérisée par la réaction avec le chlorure ferrique
(FeClz). Pour cela, 1 ml de chaque extrait a été mélangé avec une goutte de solution alcoolique
de chlorure ferrique a 2%. L'apparition d'une coloration bleu-noiratre ou verte, plus ou moins

foncée, indique la présence de polyphénols (Koffi et al.2009).
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3.4.1.6. Test des Terpénoides:

Dans un tube a essali, il faut ajouter 2 ml d'extrait de plante, puis 0,8 ml de chloroforme
(CHCI3) et 1,2 ml d'acide sulfurique (H2SO4) concentré. Si une couleur brune rougeétre se

forme, cela indique la présence de terpénoides(Dharmendraet al. 2012).
3.4.1.7. Test des saponosides:

La détection des saponosides est réalisée en ajoutant un peu d'eau a 2 ml de I'extrait,
puis la solution est fortement agitée. Ensuite, le mélange est laissé pendant 20 minutes et la

teneur en saponosides est évaluée :

- Pas de mousse = test négatif
- Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif
- Mousse de 1-2 cm = test positif

- Mousse plus de 2 cm = test trés positif (Kanoun, 2011).

3.5. Dosage des composées phénoliques par la méthode colorimétrique «Analyse

guantitative » :
3.5.1. Dosage des polyphenols totaux (PPT):
*Principe:

Le dosage des poly phénols est réalisé par la methode de Singleton et Ross en utilisant
le réactif de Folin-Ciocalte. Le réactif de Folin-Ciocalteu est composé d'un mélange d'acide
phosphotungstique (HzPW12040) et phosphomolybdique (HzPMo012040). Lorsqu'il est exposé
aux phénols, il subit une réduction formant un mélange d'oxydes bleus de tungsténe (W12023)
et de molybdene (MOgO23). Cette réaction entraine une coloration bleue dont l'intensité est
directement proportionnelle a la concentration des composés phénoliques présents dans
I'échantillon. Le maximum d'absorption de cette coloration se situe généralement autour de 750-
765 nm (Bonnaillieet al. 2012).

*Mode opératoire:

Les composés phénoliques totaux sont dosés de la maniere suivante, 0.2 ml des chaque
solution d'extrait est ajouté, ensuite 1ml d'une solution de réactif de Folin-Ciocalteu (dilué10

fois dans I'eau distillée) est ajouté puis on ajouté 0.8 ml d'une solution de Na2COsz (7.5%).
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Le mélange obtenu est incubé a température ambiante pendant environ 2 heures, a I'abri
de la lumiere. Ensuite, I'absorbance de chaque solution est mesurée a une longueur d'onde de

760 nm par rapport a un blanc de référence (Belyagoubi, 2012).

Cette mesure de densité optique a 760 nm est utilisée pour établir une courbe
d'étalonnage en utilisant de I'acide gallique a différentes concentrations, dans des conditions
similaires. Cette courbe d'étalonnage permet de quantifier la concentration des polyphénols

totaux présents dans I'extrait (Belyagoubi, 2012).

La concentration est exprimée en microgrammes d'équivalent d'acide gallique par
milligramme d'extrait (mg EAG/g d'extrait), en utilisant I'équation de régression obtenue a

partir de la courbe d'étalonnage établie avec I'acide gallique (Meziti, 2009).
3.5.2. Dosage des flavonoides totaux (FVT):
*Principe:

Le réactif utilisé est: le chlorure d'aluminium (AlICl13, 2%). Le principe de la méthode
est basé sur l'oxydation des carbones 4 et 5 des flavonoides par ce réactif, elle entraine la

formation d'un complexe jaune (Lagnika, 2005).
*Mode opératoire:

Mettre 1ml de chaque solution d'extrait dans un tube a essai; Ajouter 1 ml d'une solution
méthanolique de chlorure d'aluminium 2%, Apres 10 minutes de réaction, I'absorbance est lue
a 430 nm (Nabti&Belhattab, 2016).

Les résultats sont exprimes en mg quercétine équivalente/g de matiere végétale seéche

en référence a la courbe d'étalonnage de la quercétine.
3.5.3. Dosage des tanins condensés (CT):
* Principe :

Pour doser les tannins condensés, la méthode de la vanilline a été utilisée (Scalbert., 1992. Sun
et al. 1998. Schofieldet al. 2001).

Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les unités des tanins

condensés en présence d'acide pour produire un complexe coloré mesuré a500 nm.

* Mode opératoire:
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0.5ml d'extrait ou standard (catéchine) a été introduit a I'aide d'une micropipette dans
des tubes a essai de verre, et ajouté 3 ml de mélange 4% vanilline et de méthanol (4%, v/v),
puis mélangé a l'aide d'un vortex. Ensuite, 1.5 ml d'acide chlorhydrique concentré (HCI) est
additionnés. Le mélange obtenu est laissé réagir a la température ambiante pendant 15 min.
L'absorbance est mesuré a 500 nm contre un blanc a l'aide d'un spectrophotometre UV - Visible.
La teneur totale en tanins condensés est calculée comme étant mg équivalent de catéchine (mg

Ca E/g) en utilisant I'équation obtenue a partir de la courbe d'étalonnage (Thomas et al. 2014).
3.6. Evaluation de I'activité anti oxydante:

3.6.1. Le pouvoir réducteur de I'ion ferrique (FRAP):

*Principe:

La méthode FRAP repose sur la réaction de réduction du fer ferrique (Fe3+) présent dans
le complexe KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe2+) grace a un antioxydant. Cette réaction est mise en
évidence par le changement de couleur du fer ferrique, qui passe du jaune au bleu-vert (Djahra,
2013).

*Mode opératoire:

Un volume égal 625 pl de chaque extrait et de la référence a différentes concentrations
est mélangé avec 625 pl d'une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 6251 d'une solution
de ferricyanure de potassium KzFe(CN) 6 & 1 %. L'ensemble est incubé au bain-marie a 50 °C

pendant 30 min.

Ensuite 625 pl d'acide trichloracétique (TCA) a 10% sont ajoutés pour stopper la
réaction. Puis une centrifugation 3000rpm pendant 10min a été réalisée. Un aliquote (625 pl)
de surnageant est combinée avec 625 pl d'eau distillée et 625 pl d'une solution aqueuse de FeCls
(Chlorure ferrique) a 0,1 %. La lecture des absorbances se fait contre un blanc a 700 nm a l'aide

d'un spectrophotometre.

3.7. Evaluation de I'activité antibactérienne:

3.7.1. Méthode de diffusion en Agar (Méthode des puits):

Il s'agit de la technique de base utilisée pour étudier I'effet antimicrobien d'une

substance.
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Des boites de Pétri contenant de la gélose Sabouraud dextrose supplémentée de 2% de
glucose (pour les levures) et de la gélose Mueller-Hinton (pour les bactéries) sont ensemencées
aseptiquement avec une suspension de 10° cellules/mL obtenue & partir d'une jeune culture de
levures ou de bactéries, respectivement. L'inoculation se fait par ensemencement en surface.
Une fois les boites seches, I'agar est perforé au centre a l'aide de la partie supérieure d'une
pipette Pasteur. Les cavités ainsi formées sont remplies de la solution aqueuse de I'extrait a des

concentrations de (120, 60, 30 et 15 mg/ml) (environ 50 pL par puits).

La solution d'huile essentielle volatile est ensuite préparée pour le test d'efficacité
antibactérienne en dissolvant I'huile dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) pour atteindre une
concentration finale de (50, 25, 10 et 5 % V/V).

Les boites sont incubées a 37°C pendant 48 heures pour les levures et 24 heures pour
les bactéries. L'activité inhibitrice est indiquée par la formation d'une zone d'inhibition autour
des puits. Les résultats sont lus en mesurant les diametres des zones d'inhibition. Un produit est

considére comme actif si le diametre de la zone d'inhibition est supérieur a 6 mm.(Figurel4).
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Figure 14: Protocole d'évaluation de I'activtié antimicrobienne.
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Chapitre I1: Résultats et discussion

1. Rendement d'extraction des composés phénoliques:

Le rendement de chaque extrait a été déterminé par rapport a 20 g de matériel végétal
en poudre sec. Les résultats ont été exprimés en pourcentage massique.(Tableau03).

Tableau 03: Résultats obtenus pour chaque extrait.

Extrai Méthanol/Eau Eau
Rendement en (%) 20.9 % 10.095%

Cette disparité au niveau des résultats pourrait étre due a plusieurs parametres : le
solvant, le pH, la température, le temps d’extraction et la composition de I’échantillon. De plus,

la période et le lieu de récolte influencent le rendement d’extraction (Madani,2017).

Des études ont rapporté que les hauts rendements sont habituellement obtenus avec
I’éthanol et le méthanol et leur mélange avec I’eau (Santos et al. 2012) ; en effet, ’eau joue un
role essentiel dans le processus d’extraction des polyphénols en augmentant leur diffusion dans

les tissus vegétaux.

Les feuilles d'olivier sont connues pour étre une source abondante de composés phénoliques,
avec une teneur pouvant atteindre jusgqu'a 40g par kilogramme de tissu sec. Cependant, il est important
de noter que ces niveaux peuvent varier considérablement. Le profil et la quantité de polyphénols
présents dans les feuilles d'olivier semblent étre fortement influencés par le potentiel génétique de
I'arbre. (Mylonakiet al., 2008).

2. Screening phytochimique :

Des tests qualitatifs ont été réalisés sur la feuille d'olivier afin d'analyser la composition
chimique de deux phases distinctes, a savoir I'eau et le méthanol, présentes dans la partie
aerienne de la plante. Les résultats obtenus sont présentés dans le rapport.(Tableau04).

ﬂ
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Tableau 04 : Résultats des tests phytochimiques.

Classe des composeés Extrait aqueux Extrait méthanolique
Saponines + -
Flavonoides ++ +

Tanins ++ ++
Alcaloides - -

Sucres réducteurs + ++
Terpenoides - ++
Polyphénols ++ ++

:(++):Présence en forte quantité maximale.
:(+):Présence en quantité moyenne.
:(-):Absence de substance chimique.

D’apres les résultats de tableau nous remarquons que les tanins, les flavonoides et les
polyphénols présentent en quantité importante dans 1’extrait aqueuse et aussi dans 1’extrait
méthanolique. On note aussi que les saponines sont présentent en quantité moyenne dans
I’extrait aqueuse. Par contre ils sont absents dans 1’extrait méthanolique. On outre, les
terpenoides sont présents en quantité importante dans I'extrait méthanolique mais, absents dans

I'extrait aqueuse. Les alcaloides sont absents dans les deux extraits.

Dans I'ensemble, ces résultats phytochimiques mettent en évidence le potentiel
thérapeutique de cette plante, en raison de la présence de nombreux composés bioactifs. Des
études complémentaires seraient nécessaires pour explorer plus en détail les applications

médicinales et les mécanismes d'action de ces extraits végétaux.

Une étude phytochimique sur les feuilles d'Olea europaea .Réalisée par (Himouret al.
2016) a mis en évidence la présence de flavonoides, de tanins, de polyphénols en grande

quantité, de terpénoides et de saponosides. Nos résultats sont cohérents avec les résultats
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précités. D'autres travaux de (Brunton, 1999) ont démontré la présence de flavonoides, de
tanins et de saponosides, ainsi que l'absence d'alcaloides dans les feuilles. La différence de
criblage phytochimique d’un extrait a I'autre est due a la nature des composés phénoliques
présents dans chaque extrait. Son comportement varie selon sa composition chimique et la
nature du milieu dans lequel il existe (acide, basique ou neutre) (Hayouniet al. 2007).
Dhanani et coll. (2017) ont constaté que les composés phénoliques variaient en fonction du
solvant utilisé et de la température appliquée. Cela varie également selon le type d’installation,

méme si le méme solvant est utilisé. Cela est di a la nature chimique du solvant et du soluté.

3. Dosage des composées phénoliques:

vy = 7.4963x+ 0.0405
2 =
1.4 R 0.995
E 1.2
=
] 1
f=
o 0.8
=
=
E 0.4
_— 0.2
-
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O 0.05 0.1 0.15 0.2
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Figure 15 : Courbe d'étalonnage de I'acide Gallique pour le dosage des polyphénols totaux
(PPT).
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Figurel6:Courbe d'étalonnage de catéchine pour le dosage des tanins condensés (TC).
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Figurel7:Courbe d'étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonodes totaux(FVT).

120

100

80

60 - = M/E

WE
40 -

20 A

PPT

TC

Figurel8: Teneurs en polyphénols totaux, flavonoides et tannins des deux extraits E et M/E

3.1.La teneur en polyphénols totaux PPT:

La teneur en polyphénols totaux des deux extraits a été mesurée en utilisant la méthode
du réactif de Folin-Ciocalteu. Les résultats ont montré une relation linéaire entre I'absorption et
les concentrations de polyphenols, comme illustré dans la courbe. Les quantités de polyphénols

pour chaque extrait ont été exprimées en milligrammes d'équivalent acide gallique par gramme
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de matiére seéche, et ont été déterminées a l'aide de I'équation y = 7,4963x — 0,0405, avec un
coefficient de détermination R? de 0,995. Les teneurs totales en polyphénols des deux extraits
de feuilles d'olivier étudiés, désignés E et M/E, sont respectivement de I'ordre de 62.69+ 0.092
et 99.96 + 0.007 mg EAG/gMS.(Figurel8).

Dans notre étude, nous avons constaté que la cueillette des feuilles d'olivier en décembre
permet d'obtenir la quantité maximale de composés phénoliques. Cette récolte a un stade avancé
de la croissance des feuilles met en évidence la richesse de notre diversité en polyphénols
totaux. Nos résultats sont en accord avec les conclusions de Bouabdellah (2014).11 est
important de noter que la variation des teneurs en polyphénols peut également dépendre de la
localisation géographique de la culture. Des études antérieures, telles que celle de Garcia-
Gomez et al. (2003), ont souligné que la composition des feuilles d'olivier en substances
bioactives varie en fonction de l'origine, de la méthode de séchage, de la durée d'extraction, du
type de solvant utilisé et des conditions de stockage (Bakoriet al. 2007). Il convient également
de mentionner que les teneurs totales en polyphénols peuvent varier en termes de qualité et de
quantité d'une plante a l'autre. Cette variation peut étre attribuée a des facteurs climatiques et

environnementaux, comme le soulignait Alupului (2012).
3.2.La teneur en flavonoides totaux FVT:

Les flavonoides présents dans les extraits de feuilles d'olivier ont été quantifiés en
utilisant la méthode au trichlorure d'aluminium (AICls), avec la quercétine comme étalon . La
teneur en flavonoides est exprimée en milligrammes d'équivalent quercétine par gramme de
matiére séche (mg EQ/g MS). Les taux de flavonoides des deux extraits, désignés E et M/E, ont
été déterminés a l'aide d'une courbe d'étalonnage suivant I'équation y = 27,647x + 0,0629 , . La
qualité de l'ajustement de la courbe d'étalonnage est indiquée par un coefficient de
détermination (R?) de 0,9995. Les teneurs totales en flavonoides des extraits de feuilles d'olivier
étudiés sont respectivement de l'ordre de 30.43 £ 0.002mg EQ/g MS pour I'extrait E et 23.37 +
0.001 mg EQ/g MS pour I'extrait M/E.(Figurel8).

L'estimation des flavonoides dans un contenu peut également étre affectée par la
méthode de quantification utilisée (Li et al. 2003). Les résultats obtenus a partir des extraits
méthanoliques et aqueux des feuilles d'olivier ont montré une concentration inférieure a celle
rapportée par HARRAR (2012). Par conséquent, il est possible d'affirmer que I'extrait de feuille
d'olivier contient un pourcentage plus faible de flavonoides. Cependant, la comparaison entre

nos résultats et ceux de Harrar (2012) et ceux de Zaghd (2008) ne permet pas de tirer de
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conclusions claires. En effet, plusieurs facteurs liés a la plante tels que l'origine, les variétés, la
saison de récolte, les conditions climatiques et environnementales, ainsi que la situation
géographique peuvent influencer ces résultats (Miliauskaset al. 2004). De plus, les conditions
de préparation et d'extraction de ces composés, telles que le choix du solvant, le diluant, la
fatigue, la température et la pression, peuvent également jouer un réle (Ebrahimzadehet al.
2008).

3.3. La teneur en tanines condensés TC:

La méthode a la vanilline en milieu acide a été utilisée pour déterminer les tanins
condensés. La teneur en tanins est exprimée en milligrammes d'équivalent catéchine par
gramme de matiére végétale seche (mg Eca/g MS). Les taux de tanins dans les extraits ont été
obtenus a partir d'une courbe d'étalonnage qui suit I'équation suivante : y = 1,0108x — 0,0144
avec un coefficient de corrélation R? de 0,9986.Les teneurs en tanins des extraits de feuilles
d'olivier étudiés, notés E et M/E, sont respectivement de I'ordre de 1.56 + 0.003 et 1.47+ 0.003
mg Eca/g MS. (Figurel8).

Le faible taux de tanins dans les extraits étudiés peut s'expliquer par un équilibre atteint
entre la concentration des tanins végétaux et le solvant utilisé, conformément a I'ouvrage de
Hoyos-Martinez et al. (2019). Ce phénomeéne ralentit le processus d'extraction des tanins. En
outre, plusieurs facteurs liés aux plantes tels que l'origine, la saison de récolte, les conditions
climatiques et environnementales, ainsi que la situation géographique, ont été identifiés dans
de nombreuses études comme des influences sur les résultats d'extraction des tanins
(Miliauskaset al. 2004).Par ailleurs, les conditions de préparation et d'extraction des tanins,
notamment le choix du solvant et du diluant, la fatigue, la température et la pression, peuvent

également jouer un réle dans la quantité de tanins extraits (Ebrahimzadehet al.2008).

4. Evaluation de I'activité antioxydante :

L'extrait méthanolique présente la plus grande capacité de réduction des ions ferriques
(Fe*" par rapport & I'extrait aqueux. Cela indique que I'extrait méthanolique a une plus forte
activité antioxydante selon la methode FRAP (FerricReducingAntioxidant Power).L'acide
ascorbique, utilisé comme contr6le positif, a montré un pouvoir réducteur inférieur a celui de

I'extrait méthanolique, mais supérieur a celui de I'extrait aqueux, aux mémes concentrations.
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L'augmentation de la réduction du fer est proportionnelle a I'augmentation de la concentration
des extraits de feuilles d'olivier. Cela suggéere que plus la concentration en extraits est élevée,
plus leur capacité de réduction est importante.Ces résultats démontrent que les extraits de
feuilles d'olivier possedent une activité antioxydante intéressante, mise en évidence par la
méthode FRAP.(Figure20).

Selon Hayes et al. (2011), l'activité antioxydante des composés phénoliques dépend
généralement du nombre et de la position des groupes hydroxyles par rapport aux groupes
fonctionnels carboxyles. La structure de ces composés est un facteur crucial dans leur capacité
a piéger les radicaux libres, qui sont considérés comme des agents pathogénes dans de
nombreuses maladies.Certains de ces composés phénoliques sont également capables de
chélater le fer, réduisant ainsi son exces. Par conséquent, I'évaluation de I'activité antioxydante
des extraits de feuilles d'olivier a l'aide de la méthode de réduction du fer FRAP représente un
indicateur important du pouvoir antioxidant des plantes, comme le confirment les résultats de
Hayes et al. (2011).Les résultats ont montré que le pouvoir réducteur de I'extrait méthanolique
de feuilles d'olivier est supérieur a celui de I'extrait aqueux. Selon Hayes et al. (2011), ces
résultats de la méthode FRAP indiquent une tres forte activité antioxydante pour I'extrait
méthanolique, ce qui confirme vos observations.La diminution de la capacité de réduction du
fer peut servir d'indicateur du potentiel antioxydant des composés, car la présence d'agents
réducteurs (tels que des antioxydants) provoque la conversion du fer ferrique (Fe®*) en fer
ferreux (Fe?"). Bien que le fer soit essentiel, c'est un minéral réactif qui peut induire des
dommages oxydatifs dans les tissus et cellules vivants, comme I'ont souligné (Bourgou et al.
2008).En conclusion, la classification des deux extraits de feuilles d'olivier selon leur activité
antioxydante mesurée par la méthode FRAP est la suivante : I'extrait méthanolique a montré de

meilleurs résultats.
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Figure 19: courbe d étalonnaged acide ascorbique pour le test de FRAP.
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Figure 20: Test de réduction du fer.
5. Evaluation de I'activité antibactérienne:

Les résultats de cette étude indiguent que les extraits aqueux de la partie aérienne de la
feuille dolivier ont démontré une faible activité inhibitrice par rapport aux extraits
méthanoliques sur la croissance des quatre souches bactériennes testées. Ces observations
peuvent étre expliquées par les résultats de I'analyse chimique des extraits, qui ont révélé la
présence de composes tels que des tanins, des flavonoides et des polyphénols. Il a été prouvé
que ces composés possedent des propriétés antimicrobiennes (Bouzid, 2011).Différentes

classes de polyphénols, notamment les tanins et les flavonoides, peuvent augmenter la toxicité
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des extraits envers les micro-organismes. Cette toxicité dépend de la localisation et du nombre
de groupes hydroxyles présents dans le composé phénolique (Harrar, 2012). Une
hydroxylation plus importante est associée a une toxicité accrue. Les phénols peuvent exercer
leur effet antimicrobien en inhibant la croissance bactérienne par adsorption sur les membranes
cellulaires, en interagissant avec des enzymes et des effecteurs, ou en privant les micro-
organismes de substrats et d'ions métalliques (Dhaouadiet al. 2010).De nombreuses études ont
également démontré I'activité antimicrobienne et anti-infectieuse des flavonoides. Cette activité
est principalement attribuée a la capacité de ces molécules a inhiber I'expression de I'ADN, la
synthése d'enzymes et de protéines membranaires chez les micro-organismes (Ulanowskaet al.
2006) (Tableau05 et 06).

5.1. Antibiotiques Témoins (ATB-G):

Les résultats obtenus démontrent que la gentamicine est hautement efficace contre la plupart
des especes bactériennes, en particulier les bacilles a Gram négatif. Ces résultats concordent
avec l'étude menée par Schorderet en 1998, qui a également rapporté I'efficacité de la
gentamicine dans le traitement des bactéries aérobies a Gram négatif. La gentamicine est un
antibiotique bactéricide qui agit en inhibant spécifiquement la synthese proteique normale chez
les bactéries sensibles, ce qui entrave leur croissance. Son activité antibactérienne se manifeste
par une inhibition de la synthése des protéines. Dans le cas des bactéries a Gram positif, elle
pénetre a travers les interstices du peptidoglycane. En revanche, chez les bactéries a Gram
négatif, la gentamicine utilise les porines de la membrane externe pour pénétrer dans la cellule.
Une fois a l'intérieur de la membrane cytoplasmique, la gentamicine se fixe au ribosome et est
ensuite activement transportée jusqu'a celui-ci. Cette interaction provoque une déformation

irréversible du ribosome, I'empéchant d'initier la synthese protéique.

Malgré les propriétés antibactériennes remarquables de la feuille d'olivier mises en évidence
dans notre étude, il est important de noter que son effet est moins puissant que celui de
I'antibiotique gentamicine (G). Cette différence significative peut s'expliquer par divers
facteurs, tels que les variations importantes dans la composition chimique et I'activité de la
feuille d'olivier, qui dépendent notamment de la variété et de la période de récolte (Athamena,
2009).Lactivité antibactérienne des extraits aqueux et méthanoliques de feuille d'olivier a été
évaluée en utilisant la méthode de diffusion en agar sur quatre souches bactériennes. Les
résultats obtenus ont démontré que la zone d'inhibition, qui est une mesure de I'efficacité

antibactérienne, augmentait de maniére significative avec l'augmentation de la concentration
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des extraits. Ces résultats concordent avec ceux rapportés par Dordevicet al.dans leur étude
publiée en 2007.

6. Evaluation d'activité antibactérienne et antifongique:

Tableau 05: Résultats des tests antibactériens d'extraite aqueux.

Inhibition microbienne
Souches utilisées 120mg/ml | 60mg/ml | 30mg/ml | 15mg/ml
Escherichia coli ATCC 25922 NI NI NI NI
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 | 12 NI NI NI
Staphylococcus aureus ATCC 25932 NI NI NI NI
Bacillus subtilis ATCC 25973 NI NI NI NI
Candida albicans ATCC 10231 NI NI NI NI

Tableau 06: Résultats des tests antibactériens de I’extrais méthanolique.

Inhibition microbienne
Souches utilisées 120mg/ml | 60mg/ml | 30mg/ml | 15mg/mi
Escherichia coli ATCC 25922 16 9 NI NI
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 | 8 NI NI NI
Staphylococcus aureus ATCC 25932 15 9 NI NI
Bacillus subtilis ATCC 25973 14 13 13 NI
Candida albicans ATCC 10231 NI NI NI NI

L'extrait méthanolique a montré une activité inhibitrice significative contre Escherichia
coli, Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis, avec des zones d'inhibition allant de 9 a 16 mm
aux concentrations testées (120 mg/ml, 60 mg/ml, 30 mg/ml). En revanche, I’extrait aqueux n’a
montré aucune activité inhibitrice contre ces bactéries, les zones d’inhibition atteignant 0 mm
a toutes les concentrations.De plus, I'extrait aqueux a montré une activité antibactérienne contre
Pseudomonas aeruginosa, avec une zone d'inhibition de 12 mm a forte concentration,
contrairement a I'extrait methanolique qui présentait une zone d'inhibition de seulement 8
mm.Ces résultats indiquent que I'extrait méthanolique est généralement plus efficace que
I'extrait agueux pour inhiber la croissance d'Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Bacillus

subtilis, tandis que I'extrait aqueux semble étre plus efficace contre Pseudomonas
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aeruginosa.De plus, il n’y avait aucune activité inhibitrice contre Candida albican dans les
extraits méthanoliques et aqueux a différentes concentrations.Selon les études citées, les
polyphénols, notamment les flavonoides et les tanins, sont reconnus pour leurs proprietés
antimicrobiennes. Le mécanisme d'action de ces composés peut impliquer l'inhibition
d'enzymes hydrolytiques, l'inhibition des adhésions microbiennes, du transport et des protéines
de I'enveloppe cellulaire (Cowan M.M., 1999). Des travaux ont démontré que de nombreux
flavonoides ont un effet significatif sur différentes souches bactériennes Gram-négatives et
Gram-positives (Sousa et Ton, 2007 ; Ulanovskaet al. 2007). Cependant, le mécanisme
d'action des agents antimicrobiens sur les levures n'est pas encore bien compris (Isono et
Suzuki, 1979). Les résultats de I'étude montrent que les extraits de feuilles d'olivier ont un
pouvoir inhibiteur contre les souches bactériennes testées, mais aucune activité inhibitrice sur
les souches fongiques n'a été observée, pour des raisons encore inconnues. Ces résultats ouvrent

la voie a d'autres études visant a déterminer les causes responsables de ces effets.
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Conclusion

La culture d’olivier fait partie de notre paysage écologique depuis des milliers d’années.
Aujourd’hui encore, elle perdure grace a sa grande diversité. Actuellement, de nombreuses plantes

médicinales possédent des propriétés biologiques tres importantes.

Notre étude a porté sur I'évaluation in vitro de I'activité antioxydante et antimicrobienne de
deux extraits de feuilles d'olivier. Sur le plan pratique, on a visé principalement a la déterminer la
guantité de polyphénols des flavonoides et des tanins présents dans I'extrait hydro-méthanolique et
aqueux des feuilles d'olivier cultivée dans la région de Mughayir. Ainsi que sur I’évaluation de leur

activité antioxydante et antimicrobienne.

La premiere étape, I'extraction des composes phénoligues, a permis de calculer le rendement
d'extraction par macération (eau + méthanol) et eau (20,9% et 10,095%, respectivement). L'analyse
qualitative réalisée par criblage phytochimique a révélé la présence de plusieurs familles de

composés naturels comme les flavonoides, les tanins, les terpénoides et les polyphénols.

L'évaluation quantitative des polyphénols, des flavonoides et des tanins totaux a également
révélé des quantités significatives de polyphénols et de flavonoides. L'extraction par la méthode
colorimétrique Folin-Ciocalteu a montré que I'extrait aqueux et I'extrait hydro-méthanolique des
feuilles d'olivier étudiées variaient respectivement entre 62,69 + 0,092 et 99,96 + 0,007 mg
EAG/gMS. Les flavonoides ont été déterminés a l'aide de la méthode au trichlorure daluminium
(AICIs), avec des valeurs standards de 30,43 = 0,002 mg Eq/g et 23,37 + 0,001 mg Eq/qg,
respectivement. La quantité de tanins condensés a été mesurée par la méthode a la vanilline, qui a
donné une valeur de 1,56 £ 0,003 et 1,47 £ 0,003 mg Eca/g MS.Les résultats du test FRAP ont montré
que, par rapport a la teneur en composés phénoliques, les extraits de tanins condensés des parties

aériennes des feuilles d'olivier contenaient de puissants antioxydants.

L'activité antibactérienne a été évaluée contre quatre souches
Escherichiacoli,Pseudomonasaeruginosa, Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus. L’activité
antifongique a également été évaluée contre la souche Candida albicans, mais n’a révélé aucune
activité inhibitrice pour aucun des deux extraits. Cela indique que cette plante représente une source
prometteuse de composés naturels a trés haute activité biologique, et que cette activité varie d'un
extrait a l'autre et selon la méthode d'extraction, ce qui affecte la nature des composés présents dans

les extraits et leur efficacité dans I'activité biologique de ces composés.

Il est important de réaliser des études plus approfondies, qui se résument dans les points

suivants

- Analyses qualitatifs et quantitatifs plus précis pour les extraits obtenues.



Evaluation d'autres activités telles que : antidiabétiques, antimicrobiennes, anticancéreuses,

etc..
Réalisation d’études in vivo pour identifier les tissus et organes cibles et pour étudier les

mécanismes d'action au niveau tissulaire et moléculaire.
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