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Introduction

Introduction

L'olivier est l'une des plus anciennes cultures ligneuses et est particulierement
répandue dans toutes les régions mediterranéenne et joue un rdle important dans

I'économie rurale, le patrimoine local et la protection de I'environnement (Elbir, 2012).

L'olivier Olea europaea .L a été cultivé depuis les temps anciens dans la région
méditerranéenne pour produire des olives de table, huile d'olive et des extraits de feuilles
d'olivier. Les produits d’olive ont été utilisés pendant des siécles comme la nourriture, des
conservateurs naturels et dans la médecine populaire. En outre, au cours du 19°™ siecle,
des extraits de feuilles bouillies ont été utilisés comme un reméde chez les patients atteints
de paludisme. De nos jours, I’utilisation des feuilles d’olivier en phytothérapie est plus
importante. Elle est utilisée contre les maladies cutanées parasitaires, les maladies
cardiovasculaires, le diabete, le cancer, ralentit la perte de mémoire et permet aussi
d'améliorer la minéralisation osseuse (Laval J et Bergot ,1980), aussi la présence des
composés antimicrobiens dans les fruits d'olive a été suspectée depuis le début de la
fermentation des olives de table (Vaughn et al., 1943).

L’olivier est considéré comme étant une plante aromatique et medicinale, réservoir
des composeés naturels aux effets bénéfiques. Certains composés identifiés dans les extraits
de feuilles et fruits, tels que les métabolites secondaires qui sont des molécules qui ne
participent pas directement au développement des plantes mais plutdt interviennent dans
les relations avec les stress biotiques, abiotiques ou améliorent ’efficacité de reproduction,
ils sont différents dans les différentes espéces (Buchanan, 2007).

Les recherches réalisées in vitro par plusieurs auteurs ont démontré que les
polyphénols sont les principaux composés antimicrobiens des plantes, ayant des modes
d’action divers et des activités inhibitrices et létales vis-a-vis de nombreux micro-
organismes.

Le présent travail a été entrepris dans le but d’une évaluation de I’activité
antimicrobienne des extraits de la partie des feuilles et des fruits de L'olivier Olea

europaea L. A cet effet, notre travail est subdivisé en deux parties:

% La premiere partie concerne la synthese bibliographique, elle contient trois
chapitres :
- Généralité sur I’olivier.

- Généralité sur les métabolites secondaires.
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- L’activité antibactérienne.
% La deuxiéme partie concerne 1’étude experimentale, contient deux chapitres :
- Matériel et méthodes : on a réalis¢é 1’extraction des polyphénols, les testes
phytochimique et I’évaluation de 1’activité antibactérienne.
- Résultats et discussion

¢+ Enfin on terminera par une conclusion.
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CHAPITRE I
GENERALITES




Chapitre I Généralite sur l'olivier

1 .Historique

L’olivier (Olea europaea .L) est un arbre emblématique, a une origine trés ancienne,
sa culture remonte a la plus haute antiquité (Gaussorgues et al., 2009 ). En Grece et plus
spécifiqguement en ile de Crete a apparue que vers 3.500 avant jésus christ .Elle apparait
dans I’histoire et les mythes comme symbole de force, de longévité, de paix, foi et fertilité
(Lallasetal., 2011) .

Dans la culture arabo-musulmane, I’olivier est un arbre cité dans le coran ou il est dit
« Dieu est la lumiére des cieux et de la terre. Sa lumiére est comparable a une niche ou se
trouve une lampe. La lampe est dans un verre ; le verre est semblable a une étoile
brillante. Cette lampe est allumée a un arbre béni : [’olivier qui ne provient ni de I’orient
ni de ['occident et dont [’huile est prés d’éclairer sans que le feu la touche » (Sourate la

lumiere 35).
2. Origine géographique et génétique

Selon Monique (2008) I’origine de cet arbre est 1’Asie mineure. Mais il est ensuite
étendu a tout le bassin méditerranéen rapidement grace aux Grecs et aux Romains lors de
leur colonisation du bassin méditerranéen, Puis les européens qui sont partis a la découverte
du nouveau monde, ont permis 1’implantation de I’olivier aux Etats-Unis, en Amérique du
Sud. Actuellement on le retrouve méme au Japon.

L’olivier appartient a la famille des Oléacées, genre Olea, le nombre chromosomique
est de 2n= 46 chromosomes. L’origine génétique de I’olivier est jusqu’a présent mal
connue, I’oléastre a toujours €té considéré comme ’ancétre de I’olivier cultivé.

L’étude de la diversité moléculaire de cultivars et d’oléastres, révélée que les
cultivars s’apparentent aux oléastres (Breton et al., 2006a ; Breton et al., 2006b ;
Besnard et al., 2001 ; Bronzini de Garaffa et al., 2002).

3 - Définition et classification

L’olivier est un arbre cultivé pour son fruit, I'olive, qui donne une huile recherchée
« L’huile d’olive », aussi les olives de table, sont des éléments Importants de la zone
méditerranéenne et sont consommeées en grande quantité dans le monde entier.

L’olivier est comporte 30 especes différentes reparties a la surface du globe, I’espece

cultivée dans le monde méditerranéen est 1’Olea europaea.

Selon Loussert et Brousse (1978), I’espéce Olea europaea se subdiviserait en trois

grandes sous especes :
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( A/ Euro-mediterranéen [ Série sativa.
Serie oleaster.
Olea europaea Var.cyrenaica.

B / Laperrini Var.maireana

Var.typica.

\ C/Cuspidata...variété

Selon la classification de Pagnol (1975) ,I’olivier présente la classification suivante :

e Régne: Plantae
e Sous-regne : Tracheobionta
e Embranchement : Spermaphytes (Phanérogames)

e Sous Embranchement : Angiospermes

e Classe: Dicotylédones (ouThérébinthales)
e Sous-classe : Astéridées (ou Gomopétales)

e Ordre: Gentianales (ou Lingustrales)

o Famille: Oleacees

o Genre: Olea

e Espéce: Olea europaea .L

4. Description botanique
4.1. Les organes aeriens
4 .1.1. Les feuilles

Les feuilles sont opposées, ovales allongées, portées par un court pétiole, coriaces,
entiers, enroulées sur les bords, d’un vert foncé luisant sur la face supérieure, et d’un vert
clair argenté avec une nervure médiane saillante sur la face inférieure. Le feuillage est
persistant, les feuilles adultes vivent en moyenne trois ans puis jaunissent et tombent
principalement en été (Becker et al ., 1983).
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Figure 01 : Feuilles de I’espéce Olea europaea (Roland et al., 1998)

4 1.2.Les fleurs

Les fleurs sont blanches avec une corolle, deux étamines, un calice a quatre pétales

ovales et un ovaire arrondie qui porte un style assez épais et terminé par stigmate. Cet

ovaire contient deux ovules .Les fleurs sont regroupées en petites grappes de dix a vingt.

La plus part des oliviers sont auto fertiles, ¢’est-a-dire que leur propre pollen peut

féconder leurs propre ovaires, la fécondation se fait principalement par I’action de vent et

la période de fertilité ne dure qu’une semaine par année (Becker et al., 1983) .

Figure 02 : Fleures de I’espéce Olea

europaea (Monique, 2008)
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Figure03 : Schéma d’une fleure d’olivier
(Loussert et Brousse, 1978)
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4 1.3.Les fruits

Le fruit d’olive ¢’est une drupe dont la peau (épicarpe) est recouverte d’une matiére
cireuse impermeéable a 1’eau, avec une pulpe (mésocarpe) charnue riche en matiere grasse
stockée durant la lipogenése, de la fin Aot jusqu’a la véraison. D’abord il devient noir a
maturité complete. Le noyau tres dur, osseux, est formé d’une enveloppe (endocarpe) qui
se sclérifie a I’été a partie de la fin de juillet et contient une amande avec deux ovaires,
dont I'un est généralement stérile et non fonctionnel, cet grain produit un embryon qui

donnera un olivier si les conditions sont favorables (Bringer et al., 1999).

—Pericarpe

mﬁ.snmrpp{nulpe)

—_endocarpe selgrifie

—tegqument de |2 graine

-~ albumen
——— cotyledons

axe hypogotyle embryon
el radlcule

Figure 04 : Fruits de 1’éspéce Olea Figure05 : Coupe schématique d’un fruit
europaea (Monique, 2008) drupe (Loussert et Brousse ,1978)

4.1.4. Le tronc

Sur les jeunes arbres, le tronc est droit et circulaire. Et a mesure de leur
vieillissement, il se déforme en donnant naissance a des « cordes ».

Dans les zones des cultures humides, bien que le bois soit trés dur ; des altérations
peuvent attaquer le tronc, ces altérations sont dénommeées « carie ».Selon les zones des
cultures et les pays, le tronc est plus ou moins développé en hauteur en Kabylie, la variété
Chemlal était traditionnellement conduite sur un tronc élevé a 2ou 3m du sol. En Espagne
les veilles plantations sont constituées d’oliviers conduits a trois troncs (Loussert et
Brousse, 1978).
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Figure06 : Tronc de 1’espéce Olea europaea (Roland et al., 1998)
4 .1.5.Les charpentieres

Les charpenti¢res maitresse ou branche meére prennent naissance sur le tronc. C’est au
moment des premicres tailles de formation qu’elles commencent leur développement
donnant la forme de I’arbre et le développement de la frondaison les sous charpentiéres ou
branches sous méres se développent sur les charpentiéres. C’est a partir de nombreuses
ramifications que la couronne de I’arbre se développera. Le sou mere porte des rameaux

feuillus (Loussert et Brousse, 1978).
4.2 .Le systéme racinaire

Le développement du systéeme racinaire de 1’arbre est surtout fonction des
caractéristiques physico-chimique du sol .En effet ’olivier adaptera son systéme racinaire
a la profondeur du sol, suivant sa texture et sa structure. Le systéme racinaire de la jeune
plante sera a tendance. Si les conditions de sol ne permettent deux ou trois grosses racines
se développeront d’abord en profondeur puis apparaitra un réseau de racines secondaires
plus ou moins dense tres fourni en chevelu a tendance tracante. Lors de la mise en place de
I’arbre un grand nombre de racines latérales se développent sur les racines secondaires

(Loussert et Brousse, 1978).
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5-Cycle végétatif et de développement

» Cycle végétatif

L’olivier se développe dans le climat méditerranéen. Le déroulement annuel de son

cycle résumé dans le (Tableau 1), est en étroite relation avec son aire d’adaptation

(Loussert et Brousse, 1978).

Tableau I : Tableau représente le cycle végétatif de I’olivier (Marie-Claire et al., 2000).

Phases

Végétatives

Période

durée

Manifestations

Repos végétatif

Novembre-

février

1 —4 mois

Activité germinative arrétée
ou ralentie.

Floraison et fructification ne
se produisent pas a

-1,3 et -2°C.

Réveil végétatif

Février — mars

20 -25

jours

Apparition de nouvelles
pousses terminales et
éclosion des bourgeons

axillaires.

L’inflorescence
Apparition de

boutons floraux

Mars — avril

18-23

jours

Différenciation des
bourgeons, donnant soit de
jeunes pousses, soit des
fleurs.

Inflorescences se
développent et prennent une
couleur vert — blanchétre a

maturité.

Floraison

Mai — 10 juin

7 jours

Fleurs ouvertes et bien
apparentes.

Pollinisation et fécondation.

Fructification

Fin mai — juin

Chute des pétales, hécatombe
précoce des fleures et des

fruits.

——
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Début de maturation

Maturation

compléte

Mai — septembre-
décembre

Fin octobre -

février

Développement de | Juillet — Aodt 3-5 Sclérification de I’endocarpe.
fruit semaines Fin de la formation des fruits.
Aolt - septembre | 1,5-2 Augmentation considérable
Croissance des fruits mois de la taille du fruit et

apparition des lenticelles.
Récolte des variétés a olive
de table de couleur vert au
rouge violacé.

Fruits avec coloration
uniforme, violette a noire

pour les variétés a 1’huile

» Cycle de développement

Au cours de la vie d’un arbre, on peut distinguer 4 grandes périodes. Selon Maillard

(1976) I’olivier présent les périodes suivantes :

v’ La période de jeunesse : de 1 a 7 ans : installation improductives.

v’ La période d’entrée en production : de 7 a 35 ans, croissance avec augmentation

progressive de la production.

v’ La période adulte : de 35 a 150 ans : maturation et plaine production.

v’ La période de sénescence : plus de 150 ans : sénescence, rendement, décroissants et

inconstants, alternance marquée des récoltes et réduction progressive de la charpente.

6. Répartition géographique

> Dans le monde

L'olivier est aujourd'hui cultivé dans toutes les régions du globe se situant entre les

latitudes 30° et 45° des deux hémispheres, des Amériques (Californie, Mexique, Brésil,

Argentine, Chili), en Australie et jusqu'en Chine, en passant par le Japon et I'Afrique du

Sud. On compte actuellement plus de 900 millions d'olivier cultivés a travers le monde,

mais le bassin méditerranéen est resté sa terre de prédilection, avec pres de 95% des

oliveraies mondiales (Benhayoun et Lazzari, 2007).

——
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FigureQ7 : Zones de répartition géographique de la culture de 1’olivier
dans le monde (COl, 2013)

> Répartition de I’olivier dans I’Algérie

L’olivier est considéré comme un ¢élément majeur de I’économie agricole dans
certains pays surtout dans notre pays. L'oléiculture est la premiere richesse arboricole de
I'Algérie, elle constitue une source de subsistance pour plusieurs familles. Le nombre
d’olivier y est estimé & environ 20 millions et occupent une superficie de I’ordre de 239
350 hectares. Il se reparti principalement dans trois régions : le Centre (Ain Defla, Blida,
Boumerdes, TiziOuzou, Bouira et Bejaia), I’Est (Jijel, Skikda, Mila et Guelma) et I’Ouest
(Tlemcen, Ain Timouchent, Mascar, Sidi Belabes et Relizan), avec respectivement 54,3%,
28,3% et 17% de la surface totale (COI, 2004).

7. Les exigences pedoclimatique de ’olivier

Les conditions de développement de I’olivier font intervenir des facteurs climatiques

et pédologue suivants :
7.1. Les exigences climatiques
a. La température

La résistance de I’olivier au froid varie selon son stade végétatif. En hiver si le

refroidissement est progressif, il peut supporter des températures de 1’ordre de (-8°C). Au
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printemps les gelées a (0°C) ou (-10°C) peuvent provoquer la destruction des bourgeons et
compromettre la floraison ; toutefois, I’olivier a besoin d’une période de froid hivernal
inférieure a (+7°C) pour assurer une bonne induction florale. La durée de cette période
peut varier solen les variétés, de 500 a plus de 1000 heures. L’arbre n’est pas sensible aux
températures elevées (+40°C) lorsque son alimentation hydrique est assurée, néanmoins,

au-dela de (+30°C), son activité est considérablement réduite (Anonyme, 2006).
b. La lumiere

L’olivier ne nécessite pas un photopériodisme important mais la lumiére reste un
facteur de production de qualité (Boulouha et al., 2006) car un manque d’éclaircissement
et d’ensoleillement affecte la formation des fruits et augmente la probabilité d’infection des

oliviers par des parasites tel que la fumagine et les cochenilles (Walali et al.,2003).
c. La pluviométrie

Pour une fructification normale, propice et réguliére I’olivier exige une alimentation
en eau suffisante pour un bon accomplissement de son cycle. Ainsi la pluviométrie
constitue I’une des facteurs permettant une production propice cependant on distingue :

e Avec 600 mm de pluie bien répartie, I'olivier végéte et produit normalement.

e Entre 450 et 600 mm, la production est possible a condition que les capacités de
rétention en eau du sol soient suffisantes (sol profond argilo limoneux).

e Avec une pluviométrie inférieure a 200 mm, l'oléiculture est économiquement non
rentable (Walali et al., 2003).

d.Vent

Les vents chauds au cours de la floraison, les brouillards et les fortes hygrométries, la
gréle et les gelées printanieres sont autant de facteurs défavorables a la floraison et a la
fructification (Walali et al., 2003).

7.2.Exigences pédologiques

L’olivier ne présente pas d’exigences particuliere sur la qualité des sols, il a la
réputation de se contenter de sols pauvres, qu’ils soient argileux ou au contraire légers ou
pierreux, mais ils doivent étre assez profonds pour permettre aux racines de nourrir I’arbre
en explorant un volume suffisant de terre, I’olivier redoute les terrains trop humides. Le sol

doit avoir une teneur en azote élevée (Hannachi et al., 2007).

11
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8. Les variétés d’olivier mondial

L’olivier (Olea europaea L), espéce caractéristique du paysage méditerranéen,
compte de nombreuses variétés ayant une diversité phénotypique importante (Grati
Kamoun, 2007).

Divers travaux ont suggéré que I’inter-fertilité entre les formes cultivées et /ou les
formes sauvages soit a I’origine de la diversification de 1’olivier cultivé. Actuellement, on
recense des centaines des variétés dans chacun des principaux pays oléicoles
méditerranéens ou sont encore cultivées de trés anciennes variétés (Loussert et Brousse,
1978 ; Barranco et Rallo, 2005 ; Idrissi et Ouazzani, 2006).

Solen GratiKamou, (2007), les variétés d’olivier se divisent en trois catégories :

v' Les variétés a huile sont principalement destinées a I’extraction de 1’huile et sont
caractérisées par un rendement variable mais normalement non inférieur a16-18%,
comme :Arbequine (Argentine), Picual (Espagne), Aglandau (France), Koroneik
(Grece) , Frontoio (Italie) , Al —zeiti (Syrie) , Chemlali (Tunisie) , Cakir (Turquie).

v’ Les variétés de table sont les variétés dont les fruits sont destinés a la consommation
directe, comme : Manzanilla (Etats —Unis), Tanche (France), Conservolia (Gréce) ;
BeliceAscolana (Italie), Meski (Tunisie), Gemlike et Dornat (Turquie).

v' Les variétés a double aptitude sont celles qui peuvent étre utilisées tant pour
I’extraction de 1’huile que pour la production d’olives de table, comme : Arauco
(Argentine) , Hojiblanca (Espagne), Noccellara (Italie), Soury (Liban), Picholine
marocaine (Maroc), Galega (Portugal), Al-doebly (Syrie), Oblica (Ancienne
Yougoslavie) , Sigoise(Algérie).

9. Principales variéetés de I’olivier en Algérie

Les principales variétés de I’olivier cultivées en Algérie sont présentées dans le
Tableau II.
Tableau 11 : Orientations variétales de I’olivier en Algérie (Loussert et Brousse ,1998).

Variétés Airede | Importance | Destination Observations
culture
Sigoise Ouest 25% Table + Huile | Trés estimée pour la
Algérien conservation et I’huilerie,
(Oranie, rendement élevé en huile,

12
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Tlemcen) variété autofertile.
Cornicabra | Ouest 5% Table + Huile | Tres bon pollinisateur de
Algérien Sigoise
(Oranie, Originaire d’Espagne
Tlemcen)
Sevillane Ouest 3% Table Cette variété est
Algérien représentée avec un effectif
(Plaine de 2000 arbres.
d’Oran) Treés intéressante par le gros
calibre des fruits
Chemlal Centre 10% Huile appréciée. Résiste en culture
Algérien Huile trés | seche. Inconvénients:
Kabylie autostérile, floraison tardive.
Azeradj Centre 15% Table +Huile | Trés bon pollinisateur de
Algérien Chemlal
Limli Est 8% Huile Variéte conseillée dans la
Algérien région de jijel a Sidi-Aich
Rougette Est 12% Huile Cette variété est appréciée
Algérien pour sa rusticité et sa
précocite, elle est
représentée par1000 arbres
Nebdjmel | Sud Est 5% Table + Huile | Variété des régions
Algérien présaharienne
Longue de | Centre et 5% Table +Huile | Trés localisée dans la région
Miliana Ouest de Miliana
Ascolana Ouest - Table excellente et réguliére.
Fertilité Bonne rusticité,résiste au
froid,pourrait avoir un grand
avenir en Algérie
(=)
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Bouricha Est 5a6% Huile Cultivée dans les régions a
Algérien forte pluviométrie
(Collo-
Oued El
Kebir)

10. La production de I’olivier:

L'oléiculture occupe toutefois une part trés importante dans I'économie agricole de

certains pays méditerranéens et la tendance de la consommation mondiale est a la hausse.

Les quatre premiers pays producteurs (Espagne, Italie, Gréce et Turquie) assurent
80% de la production mondiale d'olives et les dix premiers (le Maroc et la Tunisie sont les
plus grands producteurs aprés 1I’Espagne, I’Italie la Grece et la Turquie), tous situés dans la
zone méditerranéenne, 95%. (FAO 2012).

La (Figure 08) montre les statistiques moyennes annuelles sur 2009/2010 pour la

production d'olivier dans les payes compagne.

Pourcentage de production d'olivier compagne 09/10

Turkey 6%
Morocco

3% SY“J 4% Tunisia 6%

Argentina 1%

= |

1
|
B

L,
N
'{
3
\)

Espagne, Italie, Gréce

Algeria 1%
Jodan 1%

Others
4%

Figure 08 : Taux de production d’olivier par les pays compagne (2009/ 2010).
(Argenson ,2010)
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11. Les ravageurs et les maladies de I’olivier :

Les problémes phytosanitaires de 1’olivier constituent les facteurs principaux de la
productivité de cette culture. Les maladies et les ravageurs animaux s’attaquent a tous les
organes de 1’arbre (feuilles, rameaux, racines, fleures et fruits) .les principaux maladies et

déprédateurs de I’olivier sont classées dans le (Tableau 111).

Tableaulll : Les principaux ravageurs et maladies de I'olivier (villa, 2003; Ammar,
1986; Argenson et al., 1999; Bottalico et al., 1995; Tawil, 1991;Assawh et Ayat,1985).

Les ravageurs Les symptoms et dégats
Cochenille noire de I’olivier -La  cochenille s’attaque a  Dolivier
(Saissetia Oleae) directement, en sucant la seve et en faisant

dépérir la plante.

- Le maniére indirecte: l'insecte produit en
effet du miellat, une substance douceétre et
collante sur les feuilles et sur les branches, qui
est un excellent support de développement

pour une série de champignons

- chute des olives

-L'huile extraite des olives est plus acide et
son degré d'oxydation plus élevé car la
présence des larves dans les olives altérent

leur biochimie.

-Les dégats les plus importants sont dus a la
génération carpophage, qui provoque la chute
des drupes au moment de la pénétration des
larves dans les olives en juin-juillet, et a la

sortir des larves matures, en aoQt-septembre.
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Les maladies

Les symptoms et dégats

Fumagine ou (Noir de I’olivier)

-L’ensemble de végétales recouvert d’une
sorte de poussieres noire
-La fonction chlorophyllienne des feuilles

peut étre stoppée.

-les feuilles deviennent séches et cassantes
-Le dépérissement aigu ou apoplexie : la mort
rapide des rameaux principaux et secondaires.
-Le dépérissement lent.

-Les inflorescences sur les branches attaquées

sont nécrosées leurs fleurs sont momifiées

-Les feuilles malades, tombent plus vite,
provoquant des déséquilibres chez la plante et
un dessechement de ses branches

-Provoque la chute des fruits

-Tumeurs
- Nodules sur les bois
- Eclatement de 1’écorce

-Baisse de vigueur de production

——
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12. La valeur nutritive

L'olive de table mure, contient 50 % de son poids d'eau, 22% a 25% d'huile, 1.51%
de sels minéraux, 19% de carbohydrates, 1.65% de protéines, et 5.84 % de celluloses.

Cent grammes d'olives procure 400 a 500 U.I de vitamines A et de 144 a 200 calories
en plus la vitamine B et E, 40 a 50 grammes d'olives couvrent les besoins du corps en sels
minéraux.

L'huile d'olive reste I'huile la plus digestible parmi toutes les huiles et graisse
végetales, le plus riche en vitamines, sel minéraux et acides gras non saturées (Salm,
1993).

Tableau IV: Composition de I'huile d'olive (Salm, 1993).

L’élément La concentration
Vitamine E 150 mg/kg
Provitamine A (Caroténe) de 3a30mg
Acides gras saturés 8a24%

Acides gras insaturés 75.5290.5 %
Acide oléique 56 483 %
Acide linoléique 3.5a20%

13. Les intéréts de I’olivier
% Intérét économique

D’aprés Dutuit et al. (1991) I'olivier tient une part trés importante dans I'économie
des pays circummeéditerranéens. On commercialise dans le monde quelques millions de
tonnes de I'huile d'olive. Dans certains pays, I'extension de la culture de l'olivier fait partie
du programme de développement économique, tandis que dans d'autres pays, comme
I'Espagne, la saturation du marché interne a fait ralentir le programme de la culture. Son
intérét réside essentiellement dans la production de I'huile d'olive se situant au 6ome rang
mondial des productions des huiles végetales alimentaires. Plus de 92% des olives
produites dans le monde sont destinées a la production d'huile qui est tres appréciée pour
ses qualités gustatives et sa richesse en acides oléiques qui lui confére un haut degré de
digestibilité. Elle aussi riche en vitamines A et E. Les olives de table vertes ou noires sont

consommeées apres des traitements spécifiques en relation avec leurs degrés de maturité.

17
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% Intérét ecologique

Solen Dutuit et al. (1991) l'olivier joue un rdle important dans I'équilibre des
écosystemes semi aride et semi désertique. Le verger, par sa longue durée de vie, est un
élément de fixation de la population et permet d'abriter des cultures vivriéres nécessaires a
la consommation & court terme. Par rapport & d'autres especes, il utilise de fagon tres
efficace I'eau du sol et du sous sol. Par son systeme racinaire trés développé, il participe a
la stabilisation et a la conservation du sol. Cet arbre est planté, au vue de sa grande
capacité d'adaptation, sur des terrains de mauvaise qualité, inaptes a toutes autres cultures

(sols pauvres, forte pente, etc.).
++ Utilisation en phytothérapie

Selon Weissman et al. (1995) I'huile d'olive soit souvent associée aux traitements
des affections respiratoires, cardiovasculaires et cutanées, ces bien faits sont sous estimées
ou ignorées.

- Sa composition chimique est tres proche de la graisse du lait maternel, elle stimule la
sécretion des sucs digestifs, protege les muqueuses gastriques et intestinales.

- Anti-cholestérols, elle préviendrait les maladies cardiaques, les tuberculoses et
préviendrait contre la radioactivité.

- Elle ralenti le vieillissement et soigne les colites et gastro-entérites.

- Trés utilisées dans l'alimentation des bébés.

- Elle entre dans la préparation des medicaments d'oto-rhino-laryngologie.

- L'olive de table stimule les sécrétions biliaires, aide au fonctionnement du foie et des

reins. Les feuilles de l'olivier possédent aussi de tres grandes vertus sanitaires.
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Chapitre II Les métabolismes secondaires

1. Généralités

Les plantes ont une importance capitale pour la survie de I’homme et des différents
¢cosystemes. Elles renferment des composés qui interviennent dans 1’ensemble des
réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans 1’organisme. On distingue ainsi
deux groupes de métabolites: les métabolites primaires et les métabolites secondaires.
(Hartmann, 2007).

2 .Définition des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes, ils sont divisés principalement
en trois grandes familles: Les polyphénols, les terpenes, les alcaloides (Lutge et al., 2002 ;
Abderrazak et Joél, 2007).Ce sont des molécules nécessaires a la défense de la plante
contre les prédateurs et les pathogénes comme les agents allélopathiques ou pour attirer les

agents charges de la pollinisation ou de la dissémination des fruits (Juddet al., 2002).

3 .Classification

Les métabolites secondaires sont produits en trés faible quantité, il existe plus de
200000 métabolites secondaires classés selon leur appartenance chimique en I’occurrence,
les terpenes, les alcaloides, les composés acétyléniques, les cires, et les composés
phénoliques (Cuendet, 1999; Vermerris, 2006).

3.1. Les polyphénols

Les polyphénols sont produits du métabolisme secondaire des végétaux, caractérises
par la présence au moins d’un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un
groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que: éther, ester,
hétéroside. ..etc. (Bruneton, 1999; Lugasi et al., 2003).En effet les composés phénoliques
constituent le groupe le plus nombreux et le plus distribué dans le royaume des végétaux,
avec plus de 8000 structures phénoliques connus (Lugasi et al., 2003).

Les principales classes des composants phénoliques sont: les acides phénoliques,
(acide hydroxycinnamique, acide hydroxybanzoique), les flavonoides qui représentent plus
de la moitié des polyphénols, les tanins, et les coumarines (King et Young, 1999;
Tapieroet al., 2002). Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végetaux

supérieurs: racines, tiges, feuilles, fleurs, fruits (Boizot et Charpentier, 2006).
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3.1.1. Les acides phénoliques simples
A. Acides hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe tres importante dont la
structure de base (C6 — C3) dérive de celle de 1’acide cinnamique grace a des substitutions
au niveau du cycle aromatique (Richeter, 1993; Psotova et al., 2003).

Les molécules de base de la série hydroxycinnamiques 1’acide p-coumarique (et ses
isomeres, les acides 0- et m-coumariques), 1’acide caféique, 1’acide férulique et son dérivé

5-hydroxyle et enfin 1’acide sinapique (Macheix et al., 2005). (Figure 09).

Rl R2 R3 Acides phénoliques

R OOH H H H Acide cinnamicque
H OH H Acide p coumarique
OH OH H Acide caféique
R? OCH3 OH H Acide férulique
R3 OCH3 OH OCH3 Acide smapique

Figure 09 : Principaux acides hydroxycinnamiques
(Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

B. Acides hydroxybenzoiques

Ce sont des dérivés de 1’acide benzoique et ont une formule de base de type C6 -
Cl.lls sont particulierement représentés chez les gymnospermes et les angiospermes
(Andreasen et al., 2000), les acides hydroxybenzoiques existent fréqguemment sous forme
d’esters ou de glucosides (Bruneton, 1993). Les acides hydroxybenzoiques les plus

abondants sont répertories dans la (Figure 10).

20

——
| —



Chapitre II Les métabolismes secondaires

R1 R2 R3 R4 Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique
Acide p hydroxy
H H OH H
benzoique
R2 Acide
R1 H OH OH H )
protocatechique
H OCH3 OH H Acide vanillique
R3 COOH e
OH OH OH Acide gallique
H OCH3 OH OCH3 Acide syringique
R4 OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

Figure 10 : Principaux acides hydroxybenzoiques
(Sarni-Manchado et Cheynier, 2006)
C. Coumarines

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de
base le benzo-2-pyrone, dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation
interne de la chaine latérale. lls ont été isolés pour la premiere fois par Vogel en
1820 dans le Coumarounaodorata. Du point de vue structural, ils sont classés en
coumarines simples avec des substituants sur le cycle du benzéne, les
furanocoumarines, les pyranocoumarines, les coumarines substitués en position 3

et/ou 4. Le dernier groupe serait celui des diméres (Sakagami, 2005).

R6 R7 RS Acides phénoliques

R6 H OH H Umbelliférol
OH OH H Aescultol
C=0 ocH3 oH H Scopolétol
R7 OCH3 OH OH Fraxétol
R8 H OH OH Daphnétol

Figure 11 : Principaux types de coumarines (Macheix et al., 2005).
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3.1.2. Les flavonoides
3.1.2.1. Généralité sur les flavonoides

Le terme flavonoide provenant du latin "flavus”, signifiant "jaune", désigne une trés
large gamme de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols. Ils sont
considérés comme des pigments quasi universels des végétaux. Ce groupe comprend
comme son nom I’indique des composés jaunes mais aussi d’autres couleurs ou incolores.
Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules. En effet
plus de 6500 structures ont été identifiées (Bruneton, 1999; Harborne et Williams,
2000).

3.1.2.2. Structure et classification
A-Structure chimique

Les flavonoides sont des dérivés du noyau flavone ou 2-phenylchromone (Milane,
2004) a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6), constitué de deux noyaux aromatiques, que
désignent les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygené, que désigne la lettre C
(Dacosta, 2003), portant des fonctions phénols libres, éthers ou glycosides. On signale que

le noyau flavone est lui méme un dérivé du noyau flavane de base (Milane, 2004).

Figure 12 : Structure de base des flavonoides (Dacosta, 2003)

B-Classification

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et de ce fait possédent

le méme élément structural de base. Ils peuvent étre regroupés en différentes classes selon
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le degré d’oxydation du noyau pyranique central, le noyau B relié a 1’hétérocycle C dans

les positions 2, 3 (Figure 13).

v
v

Dans la position 2: le flavonoide est appelé Flavane.

Si la position 4 de la flavane Porte un groupement carbonyl la flavane est appelé
Flavanone.

Si la liaison C2-C3 dans le squelette de la flavanone est insaturée le composé est
nommé Flavone.

Si le squelette est substitué en position 3 par un groupement hydroxyle il est
désigné par le nom de Flavonol.

Dans la position 3: le flavonoide est désigné par le terme Isoflavane (Bouakaz,
2006).
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Figure 13 : Structures des différentes classes de flavonoides (Fraga et Oteiza, 2011)
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3.1.3. Tanins
3.1.3.1. Généralité sur les tanins

Les tanins sont des métabolites secondaires polyphénoliques (Khanbabaee et Ree, 2001),
hydrosolubles de masse molaire entre 500-2000D. Leur structure chimique leur confere
une capacité trés développée de se fixer sur des molécules telles que les alcaloides, la
gélatine, les polysaccharides, et essentiellement les protéines (Zimmer et Cordesse, 1996
; Bruneton, 1999). Parmi les caractéristiques des tanins le godt astringence qui est une
sensation tactile due a la précipitation des protéines salivaires et qui crée une sensation

d’asséchement dans la bouche (Peronny, 2005).
3.1.3.2. Structure chimique et classification

A la base de leur caractéristique structurale, il est possible de diviser les tanins en 2

groupes :
» Tanins hydrolysable

Ce sont des polyesters de glucose (ou de molécules apparentées) et d’un nombre
variable d’acide phénolique qui est : soit ’acide gallique dans le cas des tanins galliques,
soit 1’acide hexahydroxydiphenique (HHDP) et ses dérives d’oxydation dans le cas des
tanins éllagiques (Bruneton, 1999 ; Ghestem et al., 2001).

p
HO, o
CO.H HO OH ;_
J\ . ’ 3 -.-'/ HO >: OH
1 ) - N\ ¢\ Y/
i %
or”” f oH L- = o H

B ‘ot O &

Acide Gallique Acide hexahydroxydiphénique Acide Ellagiques

Acide Tannique (gallotannin) Acide Tannique (ellagitannin)

Figure 14 : Structure des tanins hydrolysables et leur monomere (Bruneton, 1999).
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» Tanins condensés (proanthocyanidines)

Ce sont des dérives non hétérosidique, n’ayant pas tous des propriétés tannantes,
résultant de la polymérisation d’un nombre variable d’unités flavane (flavan-3-ols), le plus
souvent épicatéchine et catéchine, avec un degré de polymérisation entre deux et plus de
cinquante unités (Ghestem et al., 2001 ; Khanbabaee et Ree, 2001). Ces unités liées entre
elles par une seule liaison carbone-carbone 4—8 ou 4—6 dans les proanthocyanidines de
type B, ou par une liaison inter flavanique double (C-4—C-8 ou C-4—C-6) et (C-
2—0—C-7) dans les proanthocyanidines de type A (Bruneton, 1999 ; Vivas et al., 2006).

R

Flavan-3-ol

HO e o \| . :
N — e
| ] o=
\ _ L
= “ L OH
R
o [|
HO.
=

\L%\_/ ~—

Procianidinol A-1 Procianidinol B-2

Figure 15 : Structure des tanins condenses et leur monomere (Bruneton, 1999).
3.1.4. Quinones :

Les quinones sont des composés intéressants qui ont des caractéristiques uniques et
plusieurs roles importants. 1ls sont largement distribués dans la nature, y compris dans les
tissus végétale. Ils ont un réle important dans la chaine de transport d'électrons pour
maintenir les fonctions biologiques des plantes. En plus de ces réles biologiques, les
quinones ont été utilisées dans une grande variété de pratique clinique. Par exemple, la
doxorubicine (DXR) est une anthraquinone(AQ) antibiotique qui a été utilisé cliniqguement
dans le traitement des tumeurs malignes (Naoya et Naotaka, 2014).

Les quinones sont attachées aux composés phenoliques simples. Certaines quinones
plus complexes, ou la partie aromatique est liée a une chaine latérale isoprénique, assurent
souvent des fonctions biologiques essentielles chez les étres vivants, en particulier, le

transfert des électrons dans les mitochondries et les chloroplastes (Macheix et al., 2005).
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3.1.5. Anthocyanes

Ce sont des pigments rouges en milieu acide, virant au bleu en milieu alcalin ; ils
sont tres répandus dans les fleurs et les fruits.

Les anthocyanes sont des derivés du cation 2-phényl-1-benzopyrylium (flavylium)
porteur de 3 cycles aromatiques conjugués d’ou 1’absorption de lumiére visible. Dans la

nature, ces pigments n’existent pas sous forme aglycone, mais sous formed’hétérosides.

Les sucres sont lies au chromophore en position 3, mais aussi en position 5 et plus
rarement en position7. (Brouillard, 1986). Une caractéristique importante de ces
composés réside dans leur aptitude antioxydant, et de nombreuses études sur leurs activités

biologiques peuvent en témoigner (Castaneda-Ovando et al., 200).

R OH R =R’'=H : Pélargonidine
R=0H.R’'=H : Cyanidine
HO 8 Q r R=O0CH; R’ =H:Péomdine
S R =R’= OH : Délphinidine
ZNon R = R’ =OCH; : Malvidine
OH R =0H.R’=0CH; : Pétumidine

Figurel6 : Les différentes classes de 1’anthocyane (Brouillard, 1986)
3.2. Les Alcaloides

Le nom alcaloide a été présent par un pharmacien allemand Carl Meissner en 1819.
La racine de ce mot vient de la langue arabe « al-gali » qui signifie une plante marine d’ou
la soude. Les alcaloides sont définis comme des produits d’origine végétale, basiques,
pharmacologiquement actifs (Kutchan et Lewis, 2000). lls ont comme caractéristique

commune de renfermer 1’azote, le plus souvent intracyclique (Muniz, 2006).
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Morphine

N
NS ».
A \}f J{K \I HO*V.}_--N--_
[ e U—'_"\I /XI R - /L
>"_JI ‘H'-.,-;.'-’-"::'-"‘\ N =
&
Strychnine Quinine

Figure 17 : Exemples des dérivés d’alcaloides (Badiaga, 2011).

3. 3. Terpenes et

stéroides

Les terpénes constituent une famille de composés largement répondus dans le régne

végeétal. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette

d’une unité isoprénique a 5 atomes de carbone (CsHs) (Lamarti et al., 1994) (Figure 18).

La classification des terpénoides est basée sur le nombre de répétitions de 1’unité de

base I’isopréne, on distingue: hémiterpenes (Cs), monoterpénes (Cio), sesquiterpenes (Cis),

diterpene (C20), sesterpenes (Cazs), triterpenes (Cao), tetraterpenes (Cao) et polyterpénes

(Loomis et Lroteau, 1980). Les stéroides constituent une importante famille de lipides

contenant de nombreuses molécules terpéniques, ils sont caractérisés par la présence d’un

motif structural commun, trois noyaux a six atomes de carbones et un noyau a cing atomes

de carbones accolées (Reginald et al., 2000).

H,C

CH,
__CH,

Figure 18 : Structure de I’isopréne (Hininger, 2011).
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3.4. Les saponosides

Les saponosides ou saponines sont des hétérosides (substances comportant dans leur
structure un ou plusieurs molécules de sucre), ils tirent leur nom du latin saposignifiant
savon en raison de leur propriété a former des solutions moussantes en présence d'eau. En
fonction de la nature de leur génine les saponines pouvant étre de type stéroidique ou

triterpénique (Bruneton, 1999).
3.5. Les composeés réducteurs (Les glycosides)

Selon Charles (2006), le terme glycoside désigne le nom général d'un aglycone
(partie non sucre) lié de maniére covalente a un hydrate de carbone par un lien
Oglycosidique, C-glycosidique ou N-glycosidique selon le type d'atome impliqué dans la
liaison Il est généralement accepté que les glycosides présentent une plus grande hydro
solubilité que leurs aglycones respectifs (Kren et al., 2001). C'est pourquoi, dans la plante,
les glycosides jouent un role essentiel dans les phénomenes d'accumulation, d’entreposage
et de transport des substances hydrophobiques. En effet, l'attachement d'une section
saccharidique a une molécule donnée augmente sensiblement son hydrophilicité (De
Roode et al., 2003).

4. Réle biologique des composés phénoliques

Les composes phénoliques, d'un grand intérét pour les chercheurs, sont les
substances les plus recherchées par l'industrie. Les principales raisons de cette popularité
sont leur propriété antioxydant, leur abondance dans les aliments et leur réle probable dans
la prévention de plusieurs maladies associées au stress oxydatif, telles que le cancer et les

maladies cardiovasculaires et dégénératives (Middleton et al., 2000).

Tableau V : L’activité biologiques des quelques composés phénoliques.

Composés Activité biologiques Références
Acides Antibactérienne, antifongique, (Bruneton ,1999;
Phénoliques antioxydant Hennebelle, 2006).
Antimicrobienne, anti-inflammatoire, (Ohemeng, 1993)
Flavonoides antivirale, détoxyfiant, antioxydant, (Martin et Andrian
antitumoral, anti-thrombotique tsitohaina, 2002 ;
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anticarcinogéne, antiallergique, (Bruneton, 1999 ;

antiulcéreuse, hypotenseur diurétique. Hennebelle, 2006).
Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux, anti (Francgois, 2010).

oxydant

Anti-diarrhéique, cicatrisante, (Paolini et al., 2003)

vasoconstricteur

Tanins Antimicrobienne, antivirale (Hong et al., 2000)
Anti-inflammatoire et antimutagéne (Kaur et al., 2000)
Antioxydant (Merghem, 2009)
Antitussifs (MccCalley, 2002)

Alcaloides Anti-arythmiques (Silvestrini et al., 2002)
Antipaludiques (Stockigt et al., 2002)
Anticoagulant, antioxydant, protectrice (Bruneton 1999;

Coumarines vasculaire et antioedémateuse Hennebelle, 2006).

Antitumoreux, antimicrobiens,
Saponosides antiappétants, anti-inflammatoires, (Bruneton, 1999).

hémolytique
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1- Définition de ’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne correspond a I’activité d’une molécule ou composé
présente au sein d’un végétal qui a tres faible concentration, inhibe le développement d’une
bactérie ou tue. La sensibilit¢ d’une bactérie peut étre trés différente selon la souche

d’appartenance (Nicola et Daniel, 1998).
2. Morphologie et structure des bactéries

Une bactérie est un microbe formé d’une seule cellule, visible au microscope,
appartenant a une zone de transition entre le régne animal et le regne végétal. Comme toute
cellule, les bactéries sont constituées d’un noyau, isolé ou diffus, un protoplasme contenant

des granulations et des vacuoles, et une paroi parfois d’une capsule.

Capsule

membrane
DNA

Pilus
MNucleoide

Ribosome L LH& ey R (e e
A " -l » \G# .
Mesosome

—
A
Plasmid =

Flagelle

Figure 19 : Structure d'une bactérie (Nauciel, 2000).

La cellule est enveloppée par une paroi rigide, qui lui donne sa forme et sa résistance.
Epaisse chez les bactéries a gram positif et plus mince chez les bactéries a gram négatif; la
paroi entoure une membrane cytoplasmique, plus fine et plus délicate. Les bactéries & gram
négatif possédent une seconde membrane, qui est la membrane externe pour la distinguer
de la membrane cytoplasmique, dite interne. Le cytoplasme sous-jacent contient
essentiellement des granulations d'acide ribonucléique, les ribosomes ainsi que des
substances de réserve comme le glycogéne. L'appareil nucléaire se distingue par son aspect
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fibrillaire, finement réticulé, et qui occupe une grande partie de I'espace cellulaire, et il
n'est pas entouré d'une membrane. Il existe des structures membranaires intra-
cytoplasmiques appelées mésosomes qui sont le plus souvent étroitement associés a
I'appareil nucléaire (r6le de fixation). D'autres composants peuvent étre présents (éléments
facultatifs), comme le glycocalyxe (polymere de surface polysaccharidique), la capsule, les
flagelles (mobilité), les fimbriae (fixation sur d'autres cellules), les pili sexuels
(interviennent au cours des processus de conjugaison). Enfin, certaines bactéries peuvent
contenir des éléments d'/ADN circulaires extra chromosomique ou ADN mobile, qui sont
les plasmides et qui portent des informations génétiques spécifiques « exemple résistance a

certains antibiotiques » (Leclerc et al., 1995).
3. Les principales substances antimicrobiennes
3.1. A. 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 1’usage des antibiotiques qui inhibent sélectivement certaines voies
métaboliques des bactéries, sans exercer habituellement d'effets toxiques pour les
organismes supérieurs. Cette propriéte les distingue des antiseptiques (Bergogne-Berezin
et Dellamonica, 1995).

La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents a entrainé la
sélection de souches multirésistantes d’ou 1’'importance d’orienter les recherches vers de
nouvelles voies et surtout vers les végétaux qui ont toujours constitué une source

d’inspiration de nouveaux médicaments (Billing et Sherman, 1998).
3.1. B. Résistance des micro-organismes aux antibiotiques

L'existence des bactéries multirésistantes aux antibiotiques constitue un probleme
considérable. Le SARM présente ce caractere tres résistant a la plupart des antibiotiques.

Plus des 90% du Staphylococcus aureus présentent une résistance a la pénicilline,
nafcillin, oxacilline et méthicilline (Novick, 2001). Les bases moléculaires de la resistance
aux antibiotiques sont déterminées par le gene mecA (Novick, 2001). Ce géne est
responsable de la production d'une protéine, la Penicillin binding protein (PBP). Or, dans
le cas du SARM, ce gene a été modifié pour produire une protéine (PBP-2A) ayant une

faible affinité pour la liaison avec les antibiotiques beta-Lactames (Kuroda et al., 2001).
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3.1. C. Classification des antibiotiques

Il existe plusieurs classifications des antibiotiques, elles sont basées sur le spectre
d’action, la cible, ou la famille chimique. Cette derniére celle-ci est la plus fréeqguemment
rencontrée.

Les principales familles chimiques des antibiotiques sont: B-lactamines: Pénicilline et
Céphalosporines; Aminosides: Streptomycine, Gentamicine; Chloramphénicol et
Thiamphenicol; Cyclines: Tétracyclines, Doxycycline et Macrolides leur apparentés:

Erythromycine, Oléandomycine. (Cohen et Jacquot, 2001).
3.2. Les composés phénoliques

Plusieurs études in vitro et in vivo ont été focalisées sur 1’évaluation des propriétés
antimicrobienne des polyphénols. A I’heure actuelle, cet effet est certain démontré par de
nombreuses recherches expérimentales. Les études du pouvoir inhibiteur des flavonoides
sur la croissance bactérienne ont démontré que de nombreux composés flavoniques
(apigenine, kaempferol et d’autres) sont doués d’un effet important sur différentes souches
bactériennes a Gram négatif (Escherichia coli) et Gram positif (Staphylococcus aureus)
(Ulanowska et al., 2007).

3.3. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont définies comme étant des extraits volatils et odorants,
que I’on extrait de certain végétaux par distilatation a la vapeur d’eau, pressage ou incision
des végétaux qu’ils les contiennent. Elles se forment dans un grand nombre des plantes
comme sous produits du métabolisme secondaire (Bruneton, 1999).

La considération donnée aux huiles essentielles revient en fait a leurs propriétés
aromatiques et pharmacologiques. Certaines d’entre elles possedent des effets antiseptiques
(antibactériens et antifongiques) assez puissants. Elles agissent par lésions membranaires,
par inhibition de la croissance cellulaire, de la sporulation et de la toxinogenése (Gabrielet
al., 2013).
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4. Données générales sur les bactéries testées
a- Staphylococcus aureus

Ce sont des cocci Gram positif avec un diamétre de 0,5 a 1,5 pm, de forme non
sporulée, qui tendent a se grouper en paires, petites chaines, elles sont habituellement non
capsulée, ou possédant des capsules limitées, elles sont anaérobies facultatives.
Staphylococcus aureus représente 1’agent commun des infections postopératoires de

blessures, endocardite aigue, intoxication alimentaire (Dworkin et Falkow, 2006).
b- Escherichia coli

C’est une bactérie a Gram négatif, commensal du tube digestif de I’homme et de
I’animal, de forme non sporulée, de type aérobie facultative, généralement mobile grice
aux flagelles, sa longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um, E.
coli représente la bactérie la plus impliquée dans les infections aigues d’appareil urinaire,

elle provoque également les diarrhées et les intoxications alimentaires (Percival, 2004).

c-Salmonella typhimurium

Le Bacille a Gram négatif est la premiére cause de toxi-infections alimentaires
collectives bactérienne dans le monde, elle est ’'une des préoccupations majeures des
laboratoires de contr6le de qualité alimentaire. Salmonella typhimurium est largement
répandue dans les différents réservoirs animaux (porcs, bovins, volailles) et dans certaines
denrées destinées a I’homme (Medjbar, 2008).

d-Klebsiella pneumoniae

Les bactéries appartenant a I’espece Klebsiella pneumoniae sont des bacilles a Gram
négatif, immobiles, non sporulés, anaérobies facultatifs et appartiennent a la famille des
Enterobacteriaceae (El Fertas-Aissani et al., 2012; Srinivasan et al., 2012). Klebsiella
pneumoniae est une espéce pathogene opportuniste, elle est fréquemment rencontrée dans
la nature : eaux de surface, du sol, du bois et des végétaux (El Fertas-Aissani et al.,
2012).Elle est présente dans le tube digestif de I’homme et des animaux, et elle est

commensale des voies respiratoires (Joly et Reynaud, 2002).
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1. Matériel
1.1. Matériel végétal

Notre étude a éteé realisé dans laboratoires de centre universitaire de Mila sur cing
variétés de I’espeéce Olea Europaea .L (Sigoise, Dathier, Chemlal, Rougette, Sévillane)
Planté au niveau de oliveraic Maazouzi Lakhdar commune d’oued endja wilaya de Mila.

La récolte des fruits et feuilles de 1’olivier a été réalisées a la fin d’octobre 2015.
1 .1.1.Description des variétés d’olivier

Les caractéres de chaque variété d’olivier sont résumés dans le tableau suivant.
Tableau VI : Caractéristique morphologique de cinq variétés d’olivier (Sigoise, Dathier,
Rougette, Chemlal et Sévillane). (Argeson, 1999; Mendil et sebai, 2001 ; Loussert et
Brousse, 1978).

Les varieties Localisation Caractéristiques

Chemlal Centre C’est la variété la plus dominante en

‘,\,’# ns Algérien Algérie
o/ W4 Kabylie S
LN -Diffusion : occupe 40% du verger

7 oléicole national.
-Utilisation : huile d’olive
-Enracinement faible.

- Son fruit est moyen, il pese entre 2 g

et 2,5 g, alors que ce poids est d’environ
2 g dans les zones d’origine
- Sa feuille est de 3,5 a 7 cm de long et

de 1 a2 cm de large.

Sigoise Ouest -C’est une variété autofertile, elle
' Algerien | yeprésente 20% du  verger oléicole

(Oranie, ol

Tlemcen) national.

- Il existe dans le domaine 1500 arbres
de variété Sigoise.
-Variétés rustique, le fruit est de poids

moyen et de forme ovoide, produit une

olive a deux fins est trés recherchée

pour la conserverie et donne un bon
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rendement en huile de 18 a 22%.

-Son fruit pése entre 3 et 3,5 g, ce poids
est presque le méme dans les zones
d’origine.

- Son feuille allongée modérément a
droite

Dathier (Olive de Volos)

Grece

-Gros fruit ovoide. Noyau assez gros,
régulier, en forme de datte.

Chaire abondante, ferme et blanche se
détachant du noyau. Calibre courant :
14/18 fruits aux 100g.

- son feuille allongé modérément a

droite et incurvé.

Est
Algérien

-Cette variété est appréciée pour sa
rusticité et sa précocité, elle est
représentée par 1000 arbres.

-Son fruit pése environ 5 g avec un
couleur rouge violet.

-Les dimensions de la feuille sont de 4 a
7cmde long et de 1 a2 cm de large.
Rendement: son huile douce (18 a 20%)

avec des olives de table rouge.

I’Ouest
Algérien

- Cette variété est représentée avec un
effectif de 2000 arbres.

- Elle se caractérise par son fruit qui est
gros mais sa chair est médiocre.

-Le fruit pese entre 11 et 12 g, alors que
son poids est entre 10 & 11 grammes
dans les zones d’origine.

-Les dimensions de la feuille sont de 4,5
a7cmdelongetde1a?2cm de large.

-Variétés de table
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1 .2.Matériel de laboratoire
Tout le matériel utilisé dans notre étude est résumé dans (Annexe 1)
1.3. Souches microbiennes

Les souches bactériennes utilisées dans 1’essai sont des lots de 'ATCC (American
Type Culture Collection), ont été choisies pour leur haute pathogeénicité et leur multi
résistance trois souches a gram négatif sont: Salmonella typhimurium ATCC14028,
Escherichia coli ATCC25922 et Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 et une souche a
gram positif : Staphylococcus aureus ATCC 25923, (ramenées du laboratoire de recherche

de microbiologie de I’université de Seétif).
1.4. Les antibiotiques
L’antibiotique utilisé dans ce travail est : Gentamicine (CN1o).
2. Méthodes
2 .1.1’étude phytochimique
2 .1.1 .Préparation des échantillons (Les fruits et feuilles de I’olivier)

Pour faciliter ’extraction des composés phénoliques a partir des fruits et feuilles
d’olivier deux opération de prétraitement de ce matériel ont été effectuées : séchage et
broyage.

» Séchage : Le séchage des feuilles d’olivier est effectué a ’aire libre a température
ambiante puis dans une étuve portée une température voisine de 45°C pendant trois
jours.

> Broyage: Les fruits et feuilles séchées sont ensuite broyées a 1’aide d’un mixeur
jusqu’a devenir une poudre. Ce dernier a été conservé dans un sachet propre qui sert

ultéricurement a 1’extraction des polyphénols.
2 .1.2 L’extraction des polyphénols

La macération consiste a laisser tremper une plante seche dans un solvant approprié
pendant plusieurs heures, jours, voire semaines. L'intérét de la macération est généralement
la conservation des principes actifs durant le procédé (Sophie et Eherhart, 2003).

les polyphénols sont extraites par la méthode de macération prolongée (5jeurs) a
température ambiante par le méthanol solen la méthode décrit par Abaza et al., (2007)

I’extraction est représente indique dans le schéma suivants :
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5g de matiére
broyes et séché

L’extraction
hydrométhanolique

Filtration

(méthanol- I’eau ; 80-20v /v)

(fruits et feuilles) " )
Agité pendante 5 jours

Dessechement a
I’étuve pendants 3
jours.

Evaporation
rotative a 60°C

Récupération par
10 ml de méthanol

Figure 20 : Protocole d’extraction des polyphénols.

2 .1.3 .Screening phytochimique

Le screening phytochimique met en évidence la présence des familles de molécules
actives, c’est une étude qualitative utilisée pour connaitre la composition chimique globale
des extraits. Elle est basées sur des réactions de coloration et/ou de précipitation, des
observations sous lampe UV peuvent étre aussi utiles.

Les résultats ont été évalués comme suit : +++ : Fortement positif/ ++

Moyennement positif / + : Faiblement positif / - : Négatif / ND : non déterminé.
> Recherche des substances polyphénoliques

La caractérisation des polyphénols est basée sur une réaction au chlorure ferrique
(FeCl3), a 2 ml de I’extrait, une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique a 2% est
ajoutée. L’apparition d’une coloration bleu noiratre ou verte plus ou moins foncée fut le

signe de la présence des polyphénols (Bekro et al., 2007).
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» Recherche des saponines : test de mousse

Dans un tube a essai, introduire 2ml de l’extrait a analyser, ajouter 2ml d’eau
distillée chaude, agiter pendant 15 secondes et laisser le mélange au repos pendant 15min.
Une hauteur supéricure a 1 cm d’un mousse indique la présence des saponines

(Harborne, 1998).
> Recherche des tanins

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant, 1 ml de I’extrait
méthanolique, 1ml d’ecau distillée et 1 a 2 gouttes de solution de FeCl3 diluée. L’apparition
d’une coloration vert foncée ou bleu-vert indique la présence des tanins (Trease et Evans,
1987).

> Recherche des flavonoides

On trempe 10 g de la plante dans 150 ml d'acide chlorhydrique & 1 % pendant 24
heures, on filtre et on procéde aux tests suivants:
On ajoute a 10 ml du filtrat, du NH4OH jusqu'au pH basique. L'apparition d'une

couleur jaune prouve la présence des flavonoides (Benwghi, 2001 ; Chaouch ,2001).
» Recherche des anthocyanes

La présence des anthocyanes dans un decocté ou un infuseé est indiquée par une
coloration rouge qui s’accentue par 1’addition de HCI dilué et vire au bleu-violacé-

verdatre par I’ajout d’ammoniaque (Wagner, 1984).
» Recherche des triterpénes et stéroides

On agite le filtrat obtenu par macération de 5 g de la poudre dans 20 ml de
chloroforme pendant quelques minutes. On ajoute 1 ml d'acide sulfurique sur les parois du
ballon. L'apparition d'une couleur verte qui se transforme au fur et a mesure au rouge sur
les points de contact de I'acide sulfurique avec la solution prouve la présence des stérols et
triterpenes (Kalla, 2012).

» Recherche des alcaloides

On prend 1 ml de I’extrait a analyser dans un tube a essai et ajouter 5 gouttes de
réactif de Wagner, 1’apparition d’un précipité orange révéle la présence des alcaloides
(Trease et Evans, 1989; Harborne, 1998).
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» Recherche des composés réducteurs (les glycosides)

Pour détecter ces molécules, un mélange constitu¢ de 1 ml d’extrait, 2 ml d’eau
distillée et 20 gouttes de liqueur de Fehling est chauffé a 90°C dans un bain marie, un test

positif est révélé par la formation d’un précipité rouge brique (Trease et Evans, 1987).

> Recherche des coumarines

Le résidu de chaque extrait est dissout dans 2 ml d’eau distillée chaude. Le mélange
est partagé dans deux tubes. On ajoute a un des tubes 0.5 ml de NH40OH 25 %, ensuite, une
goutte de chaque tube est prélevée puis déposée sur un papier filtre qui sera observé sous
U.V. a 366 nm (Bruneton, 1999). Une fluorescence intense est observée pour le tube
contenant le NH4O0H.

» Recherche des quinones libres

Sur un volume de chacun de nos extraits, on ajoute quelques gouttes de NaOH 1%.
L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des

quinones libres (Oloyde, 2005).
» Recherche des anthraquinones

Pour la détection des anthraquinones, a 10 ml d’extrait sont ajoutés 5 ml de NH4OH
a (10%). Aprés agitation, I’apparition d’un anneau rouge indique la présence

d’anthraquinones (Oloyede, 2005).

2 .1.4 . L’activité antibactérienne

Les tests d’évaluation de ’activité antimicrobienne nécessitent un travail dans des
conditions d’asepsie rigoureuses afin d’éviter les problémes de contamination. En outre, le
matériel, les solutions et les milieux de cultures doivent étre stérilisés par autoclavage.
L'inhibition de la croissance bactérienne in vitro a été étudiée par la méthode de diffusion
par disque (I'aromatogramme) sur gélose telle que décrite par (Bauer et al., 1966).

Le test a porté sur tous les extraits d’olea europaea préparés précédemment et s’est

déroulé selon les étapes suivantes :
2 .1.4.1.Préparation des milieux :

Selon Baur et al., (1966). La préparation des milieux effectués par les méthodes

suivantes :
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v Préparation de milieu MH (Mueller Hinton)

Pour la préparation de la gélose Mueller Hinton on introduit 38g de MH dans un
erlenmeyer auquel est ajoutée 1L d’eau distillé, le mélange obtenu semis sous agitation
continue a une température élevé sur une plaque chauffante jusqu'a le bouillage, le milieu

sera divisée dans des flacons en verre.

Figure 21 : Préparation de milieu MH.

v Préparation de milieu BN (Bouillon nutritif)

Le bouillon nutritif a été préparé pour le but de la réactivation et ’entretien des
souches bactériennes par I’ajoute de 20 g de BN a 1L d’eau distillé sous agitation pendant

quelques minutes, la solution sera divisée dans des tubes en verre a vesse.

v’ Préparation de I’eau physiologique

L’cau physiologique est préparée par solubilisation de 0.9g de Nacl dans 100ml
d’eau distillée avec agitation pendant quelques minutes et divisée dans des tubes en verre a

VESSE.
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2 .1.4. 2. Préparation des disques d’aromatogramme

Une feuille de papier Wattman N -3 est coupée en disques de 6 mm de diamétre. Ces

disques sont ensuite mis dans un tube a essai.
2 .1.4.3 .Stérilisation du mateériel

Le milieu de culture MH, I’eau physiologie, BN, les tubes a essai, les disques en
papier Wattman (6 mm de diametre), les emboles, les pinces enrobées dans du papier

aluminium ont ét¢ stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
2 .1.4.4. La dilution d’extraits

L’extrait méthanolique des feuilles et fruits de 5 variétés (Chemlal, Sigoise, Dathier,
Rougette et Sévillane) est solubilisé dans le diméthyl sulfoxyde (DMSO) selon la méthode
suivante :

% TO0: 0.2g d’extrait avec 1ml de DMSO (100%).
s T%:0,5ml d’extrait de TO avec 0.5ml de DMSO (50%).
s TY%:0.5ml d’extrait de T% avec 0.5ml de DMSO (25%).

2 .1.4.5. Préparation des suspensions bactériennes:

> Apres la stérilisation de zone de travail avec 1’eau de javel. Les souches bactériennes
conservées sur gélose incliné sont tout d’abord ensemencées sur gélose nutritive et
incubées dans 5ml de BN a 37°C pendant 24 heures.

» Les souches bactériennes ont été repiquées sur gélose nutritive en boite de pétri et
incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures. A ’aide d’une anse de platine stérile pour
optimiser leur croissance, quelques colonies bien isolées et identiques de chaque
souche bactérienne a tester sont alors raclées, déchargées dans un tube contenant 5ml
de I’eau physiologique puis homogénéisées a I’aide d’un vortex.

» Nous avons fait la lecture de la suspension bactérienne a une densité optique de 0.08 a
0.10, lue a la longueur d’onde 625 nm. Pour I’inoculum de S. aureus, un ajustement a
été effectué (DO de 0,15 a 0,25) afin d’obtenir des colonies confluentes suffisamment

denses (Younsi et al., 2010).
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Figure 23 : Les étapes de réactivation des bacteéries.

2 .1.4.6. Ensemencement bactérienne

Apres la préparation et I’identification des boites de pétri nous avons fait
I’ensemencement des bactéries :

L’ensemencement a été réalisé par écouvillonnage sur les boites de Pétri, un
¢couvillon est trempé dans la suspension bactérienne, puis I’essorer en pressant fermement
sur la paroi interne du tube. L’écouvillon est frotté sur la totalité de la surface gélosée, de
haut en bas en stries serrées.

L’opération a été répétée deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois.
L’ensemencement est fini en passant I’écouvillon une derniére fois sur toute la surface
gélosée. L’¢écouvillon a été rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de

Pétri avec la méme souche.

Figure24 : Etapes d’ensemencement (écouvillonnage).
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2.1.4.7 .Dépbts des disques et I’injection des extraits

> Les disques on été déposés délicatement sur la surface de la gélose MH inoculée a ’aide

d’une pince stérilisée au bec bunsen.

> A I’aide d’une micro pipette on a ajouté 5pl de chaque dilution des extrais (TO / T% / TY4)

sur les disques.

v

2 ey

Figure25 : Dépdts des disques et I’injection des extraits
2 .1.4.8. Préparation des temoins (Positif et négatif)

Ce test a été réalis€ pour étudier I’effet des antibiotiques et de DMSO sur les
déférentes souches utilisés et le comparer avec 1’effet de nos extraits, comme des témoins
positif (T+) et (T-) respectivement. Les disques d’antibiotiques et de DMSO sont déposes a
la surface d'un milieu gélose, préalablement ensemencé avec une culture de la souche a
étudier.

La sensibilité des bactéries a un antibiotique et DMSO est appréciée selon le méme

protocole qu’avec les disques de papiers imprégnés d’extrait. On a utilis¢é une seule

antibiotique (Gentamicine).
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Figure 26 : Dépot de disque d’antibiotique et DMSO sur Muller-Hinton.
2 .1.4.9. Incubation et lecture

Apres depdt des extraits, les boites sont incubées dans une étuve a 37°C pendant 18
a 24 h.

La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de
chaque disque a I’aide d’un pied a coulisse en (mm). Les résultats sont exprimés par le
diamétre de la zone d’inhibition et peut étre symbolisé par des signes d’apres la sensibilité

des souches vis-a-vis des polyphénols (Hamidi, 2013).

Figure 27 : la lecture par le pied coulisse.

Apres I’incubation, I’effet des extraits et de 1’antibiotique se traduit par 1’apparition

d’une zone transparente autour de disque correspondant a [’absence de la croissance
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bactérienne. Plus le diameétre de cette zone est grand plus la souche est sensible (Choi et
al., 2006).
Si le diametre est égal a 6 mm: la bactérie est résistante. Si le diametre plus de 6,2

mm: la bactérie est sensible.
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Chapitre 11

1 .Résultats

1.1. La teneur en polyphénols :

Les résultats de teneur en polyphénols

variétés d’olivier nous a permis de remarquer une différence de la teneur en polyphénols

entre les cing variétés des feuilles et des fruits.

illustré dans le Tableaux VII des cing

Tableau VII : Résultats de la teneur en polyphénols.

Résultats et discussion

Les Sigoise | Chemlal | Dathier Rougette Sévillane
Variétés
La quantité fruits 2940 3080 2560 3080 3080
des
polyphénols
(mg /100g) feuilles 3520) | 3440 3300 3160 3100

Pour les fruits: les variétés Chemlal, Rougette, Sévillane, possédent un teneur
maximal et identique en polyphénols (3080 mg /100g) et ensuite la variété de Sigoise avec

une valeur de
(2560mg@/100mg). (Figure 28).

¢ mg/g

=
—
c
©
=]
(o)
<

(2940 mg/100mg), et un teneur faible pour la variété Dathier

Chemlal

Sigoise

les variétés (fruits)

Rougette

Dathier

Sévillane

Figure 28 : Histogramme représente la teneur en polyphénols dans les fruits.
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Concernant les feuilles: la teneur maximal est remarque chez le Sigoise
(3520mg/100g) suivie par Chemlal (3440mg/g), Dathier (3300mg/100g), Rougette
(3160mg/100g) et la teneur minimal est remarqué chez la variété Sévillane (3100mg/100g)

4000 -

(Figure 29).
<) G
3500 - @
3000 -
2500 -
2000 -
1500 -
1000 -
500 -
0

Chemlal Sigoise Rougette Dathier Sévillane

la quantite mg/g

les variété (feuilles)

Figure 29 : Histogramme représente la teneur en polyphénols
dans les feuilles.

L’analyse de la variance a un critére a montré un effet tres hautement significatif

pour la teneur en polyphénols des feuilles et des fruits (Annexe I11).
1.2. Les testes phytochimiques :

La réalisation de ces tests a pour but de révéler les différentes familles de substances
existantes dans les feuilles et fruits de la plante étudiée en se servant des réactions
qualitatives de caractérisation. Ces derniéres reposent sur des phénomeénes de précipitation
ou de coloration par des réactifs spécifiques a chaque catégorie de composeés.

Les résultats des tests phytochimique effectués sur les feuilles et les fruits d’Olea

europaea .L épuisées par I’eau et le méthanol sont regroupés dans le Tableau VI1I.
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Tableau VIII : Résultats des tests phytochimique sur les extraits des fruits et des feuilles

d’Olea europaea. L des cing variétés (Sigoise, Chemlal, Sévillane, Dathier et Rougette).

Les Sigoise Chemlal Dathier Rougette Sevillane
iétés

Fr Fl Fr Fl Fr Fl Fr Fl Fr Fl
les tests

Saponosides

+++ | ++ + | +++ - ++ - + - +++

Composé
phénolique | +++ | +++ | ++ | +++ | +++ [ +4++ | +++ | +++ |+ |+

Alcaloides
Flavonoides
+++ | ++ ++ ++ | 4+ | |+ ++ ++ ++
glycosides
+++ | ++ + ++ | | | | | ++
Collmarines +++ | ++ +++ | +++ + +++ + ++ | +++ |+t
Triterpenes ++ ++ +++ + ++ | 4+ | |+t ++ | +++

et Stéroides
Tanins

++ |+ + | | A | | | A |+ |

Anthraquinon

es +++ | ++ ++ ++ | +++ + ++ ++ ++ | +++
Anthocyanes | - - - - - - - - - -
Quinones
libre ++ + + + ++ + +++ + + +

(+++) : Fortement présent ; (++) : Moyennement présent ; (+) : Faiblement présent ; (-) : test
négatif
1.2.1. Les saponines :

Les résultats de la composition physicochimique ont montré que les saponosides
dans les fruits sont trés abondant chez les deux variétés Sigoise suivie par Chemlal. Une

teneur moyen dans la variété Dathier et Sévillane et une teneur plus faible dans la variété

Rougette.
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Dans les feuilles on remarque que les deux variétés Sevillane et Chemlal présente
une teneur relativement élevé en saponines, et une valeur moyenne dans les deux variétés
Sigoise et Dathier, par contre la variété Rougette présente une teneur faible.

Si on compare les feuilles et les fruits on remarque que les feuilles sont tres riche
saponines par apport aux fruits sauf la variété Sigoise qui possede un teneur trés éleve
pour les deux organes (feuilles et fruits).Les résultats sont présentés dans la figure suivante
(figure 30).

e 'Sigai; " Rougettel Sévillane ”Dathier" Chemlal

- e A

| Rougette | Chemlal”LSigoise " Dathieru Sévillane
O WEes =

- <

Py
wg

Paperiaes | i s e

e o2

Figure 30 : Résultats de test des saponines.

1.2.2. Les Composés phénolique

Nous avons remarqueé la présence de la couleur verte foncé qui indique la présence

des composés phénolique dans I’extrait des cing variétés d’olivier.

Les résultats de test des composés phénolique dans les fruits on remarque que ces
composés tres éleve dans les trois variétés Dathier, Rougette et Sigoise, moyen dans les
deux variétés Chemlal et Sévillane.

Dans les feuilles nous avons noté que les cing variétés possedent une teneur €levé et
identique.

Mais concernent la comparaison entre les fruits et les feuilles, la teneur des
composés phénoliques est plus élevé dans les feuilles que les fruits. Les résultats de test

des composés phéenolique sont représentés dans la (figure 31).
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Figure31 : Résultats de test des Composés phénolique.
1.2.3. Les glycosides :

Nous avons noté que les fruits des cing variétés sont trés riches en glycosides par
apport aux feuilles qui possédent une faible teneur en celci.

Dans les fruits on remarque que la variété Sigoise possede une teneur élevé en
glycosides, et une valeur moyenne dans les trois variétés Rougette, Dathier et Sévillane,

par contre la variété Chemlal présente une teneur en glycosides faible.

Dans les feuilles nous remarquons que ce compose possede une teneur élevé dans
les deux variétés Rougette et Dathier, moyen dans la variété Chemlal, Sigoise et

Sevillane. Les résultats de test glycosides sont représentés dans la (Figure32).

[ o I
Ry | ;
|Dati1ier" Réuget‘te ” S:évi"ar_le " Sigoise " Chemlal |Sigoise "Sévillane‘”Dat.I:\ifrl
F 3 P

"qyp 99 b

—— Les fruits~ Les feuilles

Figure32 : Résultats de test des glycosides.
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1.2.4. Les tanins

L’apparition d'une couleur verte foncée dans les cing variétés fruits et feuilles
prouve la présence des tanins, mais a une teneur plus élevé dans les feuilles que les fruits.
Une valeur élevé chez la variété Rougette et moyennement dans les variétés de
Sigoise et Dathier, mais avec une valeur faible dans les deux variétés Chemlal et Sévillane.
Concernant les feuilles on remarque que les cing variétés ont a une teneur identique.

(Figure 33).
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4 O 7

Voo

Les feuilles

Les fruits

Figure33 : Résultats de test des tanins.
1.2.5. Les alcaloides.

Nous avons remarqué 1’absence des alcaloides dans les cing variétés d’Olea

earopaea .L (fruits et feuilles) (Figure34).

\
\

|Sévi|lane || Chemlal " Sigoise " Dathierl |Rougette|

iRougette “ Sévill\ane "‘S‘ig‘c;e H Cherr:lal HDafﬁer |
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.
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Les fruits Les feuilles

Figure 34 : Résultats de test des alcaloides.
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1.2.6. Les triterpénes et stéroides

Pour les résultats de test des triterpénes et des stéroides, nous remarquons l'apparition
d'une couleur verte qui se transforme au fur et a mesure au rouge dans les extrais des
feuilles et fruits des cing variétés d’olivier.

Dans les feuilles les triterpénes et les stéroides sont trés abondant dans les deux
variétés Dathier,Sévillane et moyennement important dans les variétés Sigoise et Rougette
et faiblement important dans la variété Chemlal.

Dans les fruits les triterpénes et les stéroides sont tres abondant dans les deux
variétés Chemlal et Rougette, et une teneur moyen dans les variétés Sévillane, Sigoise et
Dathier.

Nous avons remarqué aussi que les fruits contient une teneur élevé de triterpenes et

stéroides par apport aux feuilles. ( Figure 35).
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Figure 35 : Résultats du test des triterpénes et stéroides.

1.2.7. Les flavonoides
Pour les résultats de test des flavonoides nous remarquons que :

Dans les fruits 1’apparition teneur des flavonoides et plus élevé chez les deux variétés
Sigoise et Dathier et un teneur moyen dans les variétés Rougette, Chemlal et Sévillane.

Pour les feuilles la variété Dathier est la dominante suivie par les quatre variétés
Sigoise, Sévillane, Chemlal, et Rougette qui montre une teneur moyen.

Geénéralement la teneur des flavonoides dans les feuilles des cing variétés est plus

élevée que les fruits. Les résultats de test flavonoide sont représentés dans la (figure36).
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Figure 36 : Résultats de test des flavonoides.

1.2.8. Les coumarines :

On a remarqué la présence des fluorescences dans tous les variétés (feuilles et fruits)
ce révélé que le teste de coumarines est positif.
Dans les fruits les trois variétés Chemlal, Sévillane et Sigoise possedent une teneur
élevée de coumarines, et faible pour les variétés Rougette et Dathier.
Dans les feuilles la teneur des coumarines est élevé dans les variétés Chemlal et

Dathier et moyenne que les variétés Sévillane, Sigoise et Rougette.

1.2.9. Les anthraquinones :

Nous avons remarqué la présence de I’anneau rouge dans tous les variétés des fruits
et des feuilles ce que indique ces dernier sont riche en anthraquinones.

Pour les fruits I’anneau rouge est trés important dans les variétés Sigoise et Dathier,
et moins important que les variétés Sévillane, Chemlal et Rougette.

Pour les feuilles le Seévillane possede 1’anneau rouge le plus elevé et moyennement
dans les variétés Chemlal, Rougette et Sigoise et faiblement que la variété Dathier. (Figure
37).
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Figure 37 : Résultats de test des anthraquinones.
1.2.10. Les anthocyanes :

On remarque 1’absence des anthocyanes dans tous les variétés d’olivier (feuilles et

fruits).Les résultats sont présentés dans la figure suivante (Figure38).

Les fruits

Les feuilles

Figure 38 : Résultats de test des anthocyanes.

1.2.11. Les quinones libres

On remarque la présence des quinones libres dans toutes les variétés d’olivier
(feuilles et fruits).Concernent les fruits nous avons noté la présence d’une teneur élevé de
quinones libre dans la variété Rougette et moyen par rapport les deux variétés Sigoise et

Dathier et une teneur faible pour les variétés Sévillane et Chemlal.
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Dans les feuilles nous avons remarqué que les cing variétés possédant la méme
valeur de quinones libre. Les fruits possédent une teneur plus élevé que les feuilles
(Figure39).

— o SéviII‘ar;e
IChemIaI |Rougette ” Sigoise ” Dathier nSéviIIane | | Dathier m
e S |Roug:tte

Chemlal

D

we

Les fruits

Les feuille

Figure39 : Résultats de test des quinones libres.
1.3. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits des fruits et feuilles d’olivier vis-a-vis les
quatre souches pathogenes est évaluée par la méthode de diffusion sur gélose avec
’utilisation de I’antibiotique Gentamicine comme témoin positif et le DMSO comme
témoin négatif.

Selon les résultats représentés dans les Tableau XI et X, les polyphénols des
feuilles d’olivier ont présenté une forte activité antibactérienne avec la souche S. aureus et
sont comparables a ceux obtenus pour les fruits qui posséde une activité antibactérienne

avec les trois souches ; S .typhi, E. coli et K.pneumoniae plus que les feuilles.

1.3.1. L’activité antibactérienne des fruits

Les résultats de I’activité antibactérienne des extraits des fruits des cinq variétés
d’olivier, (Dathier, Sigoise Rougette, Chemlal et Sévillane). vis-a-vis des quatre souches

pathogenes S. aureus, S .typhi, E. coli et K.pneumoniae est résumé dans le Tableau XI.
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Tableaux XI : Les diametres des zones d’inhibition des extraits méthanolique des fruits

des cing variétés d’olivier (Dathier, Sigoise, Chemlal, Rougette, Sévillane).

Les Zones d’inhibition mm Témoins
Souches | p Chem Rgt Sig Dath Sévi - +
S, To 8.35 7.73 1328 | 933
DMSO
aureus | 1 7.08 672 |6.77 1007 | 7.09 Gn
- | 21.28
i 6.31 - 6.04 - 9.45
To i - 10.28 6.36 6.93
S typhi | % i - 7.40 - i DMSO | Gn
) 20.60
1% - - 6.31 7.87 -
To 6.72 6.53 |6.36 6.87 6.54
Y 6.46 6.18 |6.12 6.38 6.20 | DMSO | Gn
E. coli
Y, 6.27 6.02 |- 6.20 6.23 ) 16.47
To 6.34 6.55 |- - 6.91
oneumo |% | 664 | 607 |- : : DMSO
7 - 760 |- - 6.26

Les zones d’inhibition contre les quatre souches bactériennes comparées avec la
zone d’inhibition de témoin positif que est 1’antibiotique (Gentamicine), possédant un
pouvoir inhibiteur trés élevé avec 21.28 mm de diamétre contre S. aureus ATCC 25923,
20.60 mm contre S. typhi ATCC14028 et 16.47 mm contre E.coli ATCC 25922, et 16.30
mm contre K. pneumoniae ATCC 700603.

Nous avons remarqué un bon pouvoir antibactérien de la dilution Ty de I’extrait de
Sigoise contre S. aureus avec zone d’inhibition de (14.50mm) suivie par la variété Dathier
avec un diamétre d’inhibition de (13.28mm) Pour les variétés Sevillane, Chemlal,
Rougette, on remarque un pouvoir moins important contre S.aureus avec des zones
d’inhibition varient entre ( 9.33;8.35 ;7.73mm) respectivement, pour les dilutions %2, ¥4
des variétés Sigoise, Sévillane, Dathier, Chemlal et Rougette, nous avons remarqué un
pouvoir faible avec des zones de (6.77-6.04.mm), (10,07-9.45.mm). (7 .09- 6mm), (7.08 -
6.31mm mm), (6.72 -6 mm) respectivement. Les zones sont claires dans la figure suivant
(Figure40).
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Figure 40 : Action inhibitrice des extraits méthanolique des cing variétés des fruits

d’olivier et le témoin sur la souche S. aureus.

Pour la souche S. aureus I’analyse de la variance a un critére a révélé un effet trés

hautement significatif (Annexe I11).

Pour Dathier on a remarqué que les trois dilutions Teet %, ¥ ont un pouvoir
antibactérienne  contre E. coli avec une zone d’inhibition variée entre (6.87-6.38-
6.20.mm), Chemlal a montré un pouvoir antibactérien avec les trois dilutions Ty et Y2, Yset
la zone variée entre (6.72 -6.46-6.27.mm). La Rougette également a montré un pouvoir
antibacterien avec la dilutionTyet %2, ¥4 et la zone variée entre (6.53-6.18-6.02. mm) et la
dilution 2 n’a pas un pouvoir antibactérien. Pour Sigoise on remarque que les deux
dilutions Ty et “2ont un pouvoir antibactérien avec une zone d’inhibition varie entre (6.36-
6.12.mm) et la dilution % n’a pas un pouvoir antibactérien. Et enfin pour Sévillane on
remarque que les trois dilutions Ty et %2, ¥4 ont un pouvoir antibactérien avec une zone
d’inhibition varie entre (6.54- 6.20-6.23.mm) (Figure4l).
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Figure 41. Action inhibitrice des extraits méthanolique des cing variétés des fruits

d’olivier et le témoin sur la souche d’E.coli.

Pour la souche E.coli. L’analyse de la variance a un critere a révélé un effet trés

hautement significatif entre les extraits des fruits d’olivier (Annexe I11).

L’activité antibactérienne testée sur S.typhi montre un pouvoir antibactérienne
important .La dilution Tode la variété Sigoise a monté un diamétre de (10,28mm) et de
moyen effet antimicrobien avec une zone de (7.40mm) sur la dilution ¥ et la dilution Y4
un faible diamétre (6.31mm). Alors que la dilution T, de la Sévillane présente le faible
pouvoir antibactérien avec un diametre de (6,93mm) pour la dilution Ty, ¥ de la variété
Dathier donné la zone la moins importante avec un diamétre de (6,36-7.87mm). Les
dilutions ¥, ¥ de Sévillane et ¥ de Dathier et les variétés Chemlal, Rougette n’ont aucun
effet antibactérien c'est-a-dire pas de zone d’inhibition avec S .typhi. Les différentes zones

sont claires dans les figures suivant (Figure42).
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Figured2 : Action inhibitrice des extraits méthanolique des fruits des cing variétés

d’olivier et le témoin sur la souche de S .typhi

Pour la souche S .typhi I’analyse de la variance a un critére a révélé un effet trés

hautement significatif entre les extrais de fruits d’olivier (Annexe I11).

Pour la souche de K.pneumoniae les fruits de la variété Rougette ont marqué un
pouvoir antibactérien avec une zone d’inhibition variée entre (7.60- 6.06- 6.55.mm) pour
les trois dilutions Y4 et % et To, pour le Sévillane on a remarqué que les dilutions Ty et ¥4
ont un pouvoir antibactérien avec une zone d’inhibition vari¢e entre (6.91-6.26.mm) par
contre la dilution %2 n’a pas un pouvoir antibactérien, la variété de Chemlal a montré un
pouvoir antibactérien(63.4 - 6.64mm) pour T et % et la dilution Y n’pas un pouvoir
antibactérienne, pour Sigoise et Dathier le pouvoir antibactérien est nul avec les trois
dilutions Ty et %% et Ya.(Figure43).
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Figure43 : Action inhibitrice des extraits méthanolique des cing variétés

d’olivier et le témoin sur la souche K.pneumoniae.

Pour la souche K.pneumoniae. L’analyse de la variance a un critére a révélé un effet

trés hautement significatif entre les extrais de fruits d’olivier (Annexe I11).

1.3.2. L’activité antibactérienne des feuilles

Les résultats de 1’activité antibactérienne des extraits des feuilles des cing variétés
d’olivier, (Dathier, Sigoise Rougette, Chemlal et Sévillane). vis-a-vis des quatre souches

pathogénes S. aureus, S.typhi, E. coli et K.pneumoniae est résumé dans le (Tableau X).
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Tableau X : Diamétres des zones d’inhibition (en mm) induites par les extraits des feuilles
des cing variétés d’olivier Dathier, Sigoise Rougette, Chemlal et Sévillane), et par

I’antibiotique (Gentamicine).

Les Zones d’inhibition mm Témoins
souches | D Chem Rgt | Sig Dath Sévi - +
To | 1566 18.65 17.49 | 13.28
S.
DM
7 13.69 | 12.82 | 14 .38 12.23 | 10.07 SO | Gn
aureus _ 21.28
s 12.68 9.49 | 11.96 8.93 9.45
To - - | 1028 - -
Gn
S typhi | % i - | 740 i | (PO
) 20.60
s - - 6.31 - -
E.coli | To - - - - -
DMSO | Gn
1 - - - 5 =
- 16.47
1/4 - - - - -
To - - - - 6 .46
o DMSO | .
pneumo | *2 - - - - 6.51 16.30
niae v, : : ; ; 6.76 ) '

() : Aucun effet.

Pour la souche bactérienne S.aureus on remarque qu’elle est trés sensible aux
différents extraits avec toutes les dilutions. la Rougette a le plus forte pouvoir
antimicrobien avec une zone de (19.59mm)pour la dilution Ty,tandis que les dilutions % et
Y, ont donné des zones moins importantes avec les diameétres suivants (12.82 mm,
9.49mm). Par contre la variété Sigoise a montré des zones d’inhibitions moins de ceux de
Rougette mais par apport au témoin positif on peut dire que cette variété a un pouvoir trés
important avec les zones d’inhibitions suivantes (18.65 mm, 14.38mm, 11.96mm)
respectivement pour les trois dilutions Ty , ¥ et Ya.

Dathier également a montré une activité antibactérienne importante vis-a-vis cette
souche avec des zones (17.49mm, 12.23mm, 8.93mm) respectivement pour les trois

dilutions Ty, ¥2 et Ya.

61

——
| —



Chapitre 11 Résultats et discussion

Chemlal et la Sévillane également ont montré une activité antibactérienne vis-a-vis
cette souche avec des zones (15.66-13.69-12.68mm) pour Chemlal et (13.28-10.07-9.45)
pour Sévillane respectivement pour les trois dilutions Ty et % et¥ (Figure 44).

e TP E—,
— S.ar .Chm.Fl S. ar .Sig. Fl
S. ar . Sévi. Fl

S.ar .Dath.Fl

Figure 44 : Le pouvoir antibactérien des extraits des cing variétés des feuilles

d’olivier et le témoin avec S.aureus.

Pour la souche S.aureus L’analyse de la variance a un critére a révélé un effet tres

hautement significatif entre les extrais des feuilles d’olivier (Annexe I11).

Pour la souche E.coli ATCC25922 sont totalement insensibles a tous les extraits
méthanolique des feuilles des cing variétés d’olivier (Chemlal, Dathier, Sévillane, Sigoise

et Rougette) avec les trois dilutions TO et %2 et ¥4 (Figure45).
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Figure 45: Le pouvoir antibactérien des extraits des cing variétes des feuilles

d’olivier et le témoin avec E. coli.

Pour la souche E.coli L’analyse de la variance a un critére a donnée un effet non

significatif entre les extrais de feuilles d’olivier (Annexe I11).

En effet, S .typhi emble sensible qu’aux extrais des feuilles de la variété de Sigoise
avec des zones d’inhibition de 10,28 mm pour Ty et 7,40-6,31 mm pour les dilutions¥z et

Ya, me reste des extraits n’ont aucun effet sur la souche (Figure 29).

P e =
—r [ svy.senn |

S ty. Chem. Fl

Figure 46: Le pouvoir antibactérien des extraits des cing variétes des

feuilles d’olivier et le témoin avec S .typhi.
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Pour la souche S .typhi L’analyse de la variance a un critére a révélé un effet

significatif entre les extrais de feuilles d’olivier (Annexe I11).

Pour K.pneumoniae, I’extrait de la variété Sévillane de trois dilutions TO et %2 et ¥4
possedent un pouvoir antibactérien faible avec des zones d’inhibition (6,46-6 ,51-6,76
mm). Tandis que I’extrait feuille des variétés Sigoise, Chemlal, Dathier et Rougette n’ont
aucun effet antibactérien c'est-a-dire pas des zones d’inhibition avec K.pneumoniae.
(Figure 47).
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Figure 47: Le pouvoir antibactérien des extraits méthanolique des feuilles des

cing variétés d’olivier et le témoin avec K.pneumoniae.
Pour la souche K.pneumoniae L’analyse de la variance a un critére a révélé un effet
non significatif entre les extrais des feuilles d’olivier (Annexe I11).
2. Discussion

2 .1. La teneur en polyphénols

Ont eté préparés les extraits des fruits et feuilles de cinq variétés d’olivier par
macération prolongé (cing jours) a température ambiante par le méthanol et I’eau distillée.
Les travaux de recherche antérieurs ont signalé¢ que le méthanol et I’eau ainsi que

leur mélange a différents ratios, donc le méthanol et le solvant le plus utilisé pour une
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meilleure extraction des composés phénoliques (Bouzid et al., 2011; Nostro et al., 2000;
Igbinosa et al., 2009; Fazal et al., 2011).

Le séchage du matériel végétal est recommandé surtout lorsqu’il est destiné a étre
conservé pour une certaine période avant utilisation. Ceci, en effet, prévient les
dégradations enzymatiques ou par fermentation microbienne des molécules qui s’y
trouvent telles que les flavonoides et particulierement les glycosides (Seidel, 2005;
Marston et Hostettmann, 2006; Romero, 2004).

Le rendement de I’extraction, exprimé en mg /g par rapport au poids total de la
poudre d’Olea europaea, montre que le méthanol et 1’eau distillée fournissent des
proportions plus élevées en polyphénols dans les feuilles chez les variétés, Sigoise,
Chemlal, Dathier, Rougette et finalement le Sévillane avec des valeurs de (3520mg /100g,
3440mg /100 g, 3300mg /100 g, 3160mg/100g, 3100mg/100 g) respectivement, par apport
aux fruits, les trois variétés possedent un grand contenu en polyphénols de (3050mg /100
g) chez Chemlal ,Rougette et Sévillane ensuite la variété de Sigoise a une valeur de (2940
mg/100 g) et enfin Dathier (2560 mg/100 g).

Solen Bouabdallah, 2014 qui a réalisé des dosages quantitatifs des polyphénols
totaux sur les extraits. Il révele que I’extrait hydrométhanolique est plus riche par rapport
aux autres extraits avec (599.12 mg /100 g), I’extrait hydoacétonique (500.18 mg /100 g),
I’extrait aqueux (333.04 mg /100 g. Une autre étude effectué par (Salem et Ashok, 2012) a
montré que les extraits éthanoliques plus riche en composés phytochimiques que 1’extrait

aqueuse et d'autres solvants organiques.

Plusieurs études sont intéressees a la quantification des polyphénols dans les extraits
d’olive du nord -ouest (olives Sigoise) dont le contenu varie entre 431,6 et 2288 mg/100g
de matiére séche (Benlarbi, 2004). Une étude similaire réalisee par (Bisset, 2011) a
montré que trois variétés d’olive de I’Est Algérien (Batna) possédent un contenu en
polyphénols de (1919,29 mg/100g ; 2664,88 mg/100g et 2931,86 mg/100g) des variétés
Chemlali, Farhi, et Beskri respectivement. Par ailleurs, les variétés d’olive de Grece et du
Portugal sont caractérisées par des teneurs en polyphénols variant dans un intervalle de 82-
171mg /100g de pulpe d’olive (Boskou et al., 2006) et de 165,76 mg/Kg de poids frais
d’olive (Malheiro et al., 2011) respectivement.

Faten et al. (2013) ont réalisé des dosages quantitatifs de 1’extrait méthanolique des
feuilles de I’olivier de deux variétés Chemlali et Nebjmel en Tunisie, ils ont montrés que la

teneur en polyphénols total des feuilles de Chemlali (de 219,85 octobre a 464,27 mg/100 g
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janvier) est plus riche que la variété de Nebjmel (de 197,60 octobre a 270,53 mg/100 ¢
janvier), que la variation de la teneur en polyphénols semble étre liée a la période de
prélevement. Ces résultats sont confirmées aussi par d’autres études réalisés par Ryan et
al., 1999 ; Benlarbi, 2004).

Certains auteurs ont recherchés les teneurs en polyphénols totaux de I’olivier
montrant que les feuilles d’olivier sont plus riche en composés phénoliques bioactifs en
comparaison a I’huile d’olive et aux fruits (Caponio et al., 2001 ; Lalas et al, 2011).

La présence des composé phénolique est major dans les feuilles d’olivier par apport
a autre organes (Benavente Garcia et al.,2000; Japon-Lujan et al., 2006; Altiok et al.,
2008).Ces résultats confirment notre résultat pour les feuilles d’olivier présent un teneur
en polyphénols élevé par apport aux fruits.

La teneur en composés phénoliques dans les feuilles d’olivier varie entre 2,8 mg/g de
matiere seche (Altiok et al., 2008) et 44,3 mg/g de matiere séche (Boudhrioua et al.,
2009).Elle peut méme dépasser les 250 mg/g de matiére seche (Mylonaki et al., 2008).

Les polyphénols (PP) représentent 1 a 3 % du poids frais d’olive drupe a maturité
(Boskou et al., 2006), présents en quantité variable (entre 1 et 10 g/kg d'olives) dans la
pulpe d'olive.

La synthése de ces différents résultats des teneurs en polyphénols présent une
variation, cette variation inter-variétale des polyphénols d’olivier due a I’influence de
divers facteurs parmi lesquels la méthode d’extraction choisie, les conditions dans
lesquelles 1’extraction a été effectuée, ainsi qu’a 1’origine géographique de la plante (Lee
et al., 2003) ,la variété, les condition climatique (température, exposition au soleil, la
sécheresse et la salinité...etc.), le régime d'irrigation (Larrauri et al., 1996; Patumi et
al.,2002; Romani, et al., 1999), aussi que le facteur génétique (Morelld et al., 2004)
I’organe de la plante utilis¢ (Natarajan et al., 2005). Ainsi, la variation de teneurs en
polyphénols semble étre liee a la zone géographique oléicole (Baccouri et al., 2007 ;
Rotondi et al., 2004) .

2 .2 .Screening phytochimique

L’examen phytochimique réalisé sur les fruits et feuilles de cing variétés d’olivier a
montré la présence des composés suivants :les flavonoides, les tanins, les saponines, les
triterpénes et stéroides, les glycosides, les anthraquinones, les quinones libre et les
coumarines.ces résultats et semblable a ceux obtenus par (Bouabdallah,2014; Salem et
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Ashok, 2014; Nora et al., 2012;Chaouch, 2001;Kaskoos,2013;Boudjellal,2009), ce qui

confirme notre résultat pour la présence de ces composes dans nos extraits. Par contre le
résultat obtenir par (Gherib, 2015). Solon (Bruneton, 2009) les saponines sont des

détergents alors on trouve dans la plante, pour protéger lui-méme.

Selon (Andrew, 2001) Les flavonoides sont des pigments jaunes ; ce sont des
composés phénoliques frequemment présents sous la forme hétérosidique, hydrosoluble.
Ces principes actifs sont des composés polyphénoliques qui sont abondants dans les
végétaux et les fruits (Babu et al., 2013), il peuvent avoir des effets bénéfiques sur la santé
en raison de leur propriétés anti-oxydantes et leur réle inhibiteur a divers stades de
développement du tumeur, 1’apport de flavonoides a été inversement associ¢ aux maladie
cardiovasculaire (Hollman et al., 1999, Kyungmi et al.,2008), et en plus ils ont un effet
anti-diabétique (Babu et al., 2013) .

Les tanins sont des polyphénols qui ont un effet antioxydant fondamental en plus de
cet effet fondamental les tanins possedent des propriétés anti-tumorales, antivirales et
antibactériennes (Takuo, 2005).

Les composes terpeniques expriment des effets contre les bactéries (Cowan, 1999) et
les stérols sont connus & avoir une efficacité a baisser le cholestérol (Shaghaghi et al.,
2014) .

Les alcaloides sont absents dans tous les extraits ces résultats sont similaire a ceux
déterminé par (Bouabdallah, 2014;Nora et al., 2012;Gherib, 2015;
Boudjellal,2009;Salem et Ashok, 2014) . Tous Ces résultats confirment notre résultat
pour I’absence des alcaloides dans nos extraits. Par contre | étude effectuée par (Kaskoos,
2013), qui a déterminé la présence des alcaloides. Ces principes actifs sont connus par ses

effets toxiques (Bruneton, 2009).

En conclusion, d’aprés ces résultats montrant la richesse des fruits et feuilles de
1’Olea europaea L en certains principes bioactifs, on pourrait déduire qu’ils ont des effets
bénéfique sur la santé tels que : antibactérienne, antioxydants, anti-tumoral et prévention

des maladies cardiovasculaires (mcv).
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2 .3. Evaluation de P’activité antibactérienne

Au vu de ces résultats (Tableau XI et X) .L’action antibactérienne se traduit par
I’apparition d’une zone d’inhibition autour de disque. Ont remarque que le diamétre de la
zone d’inhibition différe selon la variété d’olivier feuilles ou fruits, la concentration
appliquée et le type de bactérie testée.

Les effets antimicrobiens des polyphénols issus de 1’olive, et les feuilles de ’olivier
ont ét¢ le sujet de différentes recherches qui confirment 1’effet antimicrobien des
polyphénols. Il a été établi que le polyphénols contenues dans 1’olive, I’huile d’olive et
feuilles d’olivier, empéche ou retarde le taux de croissance d’une gamme de bactéries
(Bisignano et al., 1999).

Selon Cowan 1999, les polyphénols sont les principaux composés antimicrobiens
des plantes possédants des modes d’action divers et des activités inhibitrices et létales vis-

a-vis un nombre important de microorganismes.

L’étude de (Nora et al., 2012 ) sur I’activité antibactérienne des feuilles d’olivier
sauvage en Algerie, ils ont réalisé deux extraits différences (brute et aqueuse) et les
résultats comme suite avec I’extrait brute E.coli (15,3mm), K.pneumoniae (11,7mm),
P.aerugenosa (13,3mm), S.aureus (9mm), alors que 1’extrait aqueuse la zone d’inhibition
est de (6,67mm) avec E.coli, K.pneumoniae (19,03mm), P.aerugenosa (25,01mm),
S.aureus (9,88mm). Nos extraits ont montre une zone d’inhibition moins importante a celle
de (Nora et al., 2012 ) sauf la souche S. aureus cette différence est logique vue que
I’oléastre est une plante tres riche en polyphénols par rapport au Olea europaea.

Néanmoins, il est toujours possible que I'ajout de DMSO a un extrait végétal diminue
I’activité intrinséque de telle maniere que dans ce cas le résultat n'a qu'une valeur relative
(Balansard, 2007).

Dans autres études effectuées par (Pereira et al., 2007;Djenane et al., 2012;
Sudjana et al., 2008) ont déterminé que les feuilles d’olivier possédent une forte activité
antibacterienne contre S. aureus .Toutefois ils confirment nous resultat pour les feuilles
d’olivier présentent une forte activité antibactérienne contre S. aureus par apport aux
fruits.

Dans des études faites sur les feuilles de 1’Olea europaea. réalisé par (Altaf et al.,
2014; Salem et Ashok, 2012;Tassou et Nychas, 1994) ont déterminé les deux souches

bactériennes E.coli et S.typhi sont totalement résistantes dans tous extraits des feuilles et

68

——
| —



Chapitre 11 Résultats et discussion

fruits d’olivier. Ces résultats confirment que nos extrait non efficace contre les souches
E.coli et S.typhi.

Selon (Bennis et Chami, 2004), les polyphénols, notamment les tannins et les
flavonoides comme I’epigallocatéchine, la catéchine, la myricétine, la quercetine, et
lalutéoline, sont des substances antibactériennes importantes ; les polyphénols sont en fait
capables d’engendrer des dégats irréversibles au niveau de la membrane.

Solen (Esmail et al., 2015) les bactérie a Gram- positif notamment S. aureus, a
montré une sensibilité 1égérement supérieure a 1’extrait du Olea europaea avec un zone
d’inhibition de (23 mm de diamétre) par rapport aux bactéries a Gram-négatif telle que
E.coli (16mm), K.pneumoniae (22mm), Acinetobacter sp (20mm) et P.aeruginosa (19mm)
de diametre. Ces résultat confirment que nous extrait eté efficace contre la souche
S.aureus.

Nos résultats sont différent avec ceux de (Nora et al., 2012; llias et al., 2012; Salem
et Ashok, 2012; Altaf et al., 2014 ) qui sont révélé le pouvoir antibactérienne le plus
important et efficace chez les bactéries a gram-négatif .

La Raison de sa sensibilité et résistante des bactéries est la nature de la membrane
externe. Les bactéries a Gram-négatif est tournée avec une membrane externe qui se
compose des phospholipides, des protéines et des lipopolysaccharide (imperméabilité des
solutions lipophiles) qui constituent une barriere sélective de ces solutions (Nikaido et
Vaara, 1985). Les bactéries a Gram-positives devraient étre plus sensibles car ils présent
seulement une couche externe peptidoglycane qui ne constitue pas une barriere de
perméabilite efficace (Scherrer et Gerhardt, 1971). Donc I’extrait a des propriétés
hydrophiles et il peut pénétrer a l'intérieur des cellules bactériennes. Il pourrait y avoir une
autre possibilité que 1’extrait peut réussir a inhiber la respiration microbienne et augmenter
la perméabilité de la membrane plasmatique, ce qui se traduit par la mort des cellules
bactériennes apres un contact massif avec 1’extrait .11 Peut également se produire en raison
de la nature hydrophile de paroi cellulaire des bactéries (Knobloch et al., 1986).

En ce qui concerne la sensibilité des souches vis-a-vis I’antibiotiques (Gentamicine)
et le DMSO, (Tableaux XI. X) rapporte les valeurs en mm des zones d’inhibitions
manifestées par I’antibiotique (Gentamicine) sur les différentes souches étudiées.

La souche de S.aureus se révele la plus sensible pour la Gentamicine, tandis que la
souche de S.typhi est plus sensible que les souches E.coli et K.pneumoniae.

Solen les résultats de (Khaleel lIbrahim et Mohammd Mahdi,2014) 1’activité

antibactérienne de la Gentamicine sur les souches E.coli, P.aeruginosa, K. pneumoniae,
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S.aureus sont (12 mm, 14 mm, 13 mm, 16 mm) successivement, ces resultats sont
inférieurs nos résultats, par contre les résultats obtenue par (Boukouissem et Kouira
,2015) les zones d’inhibition de la Gentamicine sur les souches E.coli, P.aeruginosa,
K.pneumoniae, S.aureus (20mm ,35 mm, 23.5mm21.28 mm) successivement, ces résultats
sont supérieure a nos résultats. D’aprés ces derniéres on observe que les différentes

souches des bactéries étudiées réagissent différemment a 1’antibiotique testé.

——
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Conclusion

Actuellement, les travaux de recherche menés dans de nombreux laboratoires
specialisés sont focalisés sur 1’activité biologique d’olivier. Ceci revient en fait a la
richesse de ces dernieres en substances naturelles douées des propriétés bioactives
importantes capables de fournir une meilleure médication par une thérapie plus douce.

La propriété a laquelle nous sommes intéressées dans ce présent travail concerne le
pouvoir antibactérien de I’extrait méthanolique (E/Mét) des cing variétés d’olivier des
feuilles et fruits.

La caractérisation quantitative des extraits des cing variétés étudiees feuilles et fruits
a révélé un contenu riche par les polyphénols surtouts dans les feuilles, Ces résultats
indiquent que les fruits et les feuilles d’olivier sont d’ailleurs de plus en plus utilisés en
thérapeutique.

L’analyse qualitative des extraits, réalisée a 1’aide de tests phytochimiques, a révélé
la présence de plusieurs familles de composés naturelles a savoir les flavonoides, les
tanins, les alcaloides et les triterpenes et stéroides, les coumarines, les anthraquinones et
I’absence des alcaloides et les anthocyanes. Ces substances sont généralement responsables
de I’activité biologique des extraits.

L’évaluation du pouvoir antibactérien des extraits a ¢té réalisée sur quatre souches
bactériennes : S.aureus, K.pneumoniae, S.typhi, et E.coli) ont exprimé une forte activité
contre S.aureus surtout la variété de rougette. Les autres souches, a savoir K.pneumoniae,
S.typhi et E.coli, ont montré une certaine sensibilité, bien que faible, aux dilutions des
extraits méthanolique.

L’olivier (Olea europaea L) présente des activités biologiques et thérapeutiques
variables selon la nature des substances renfermées. Les mécanismes d’action de ces
dernieres restent complexes. Il serait donc important, lors des investigations, d’étudier les
différentes activités de chaque variété considérée et de mettre en relief les molécules
responsables. L’étude in vitro est une étape nécessaire mais elle doit étre complétée par
une autre in vivo, identifier les molécules bioactif responsables de cette activité et tester

autre souche microbienne pour une meilleure approche concernant ce sujet.
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Annexe | : Matériel de laboratoire

Tableau | : le matériel de laboratoire

Les verreries

solvants

- Pipettes

- Micro pipette

- Boites de pétries
- Tubes & visse

- Flacons (250 ml)
- Erlenmeyer

- Bécher

- Spatule

- Pipettes pasteure
- Anse de platine

- Entonnoir

- Papier Whatmann

- Méthanol (MeOH)

- diméthyl sulfoxyide (DMSO)

- L’eau distillée

- Acide chlorhydrique(HCI)

- Hydroxyde de sodium (NaOH)

- chloroforme

- Chlorure de fer (FeCI3)

- Hydroxyde I’ammonium (NH4OH)
- Acide sulfurique (H2S0O4)

» Reéactifs utilisés

- Réactif de Wagner

Ce reéactif est composé d'un mélange de 1.27 g d'lode et 2.0 g d'lodure de potassium

dissout dans 75 ml d'eau distillée. Ce mélange est jaugé jusqu'a I'obtention de 100 ml de la

solution.

- Réactif de Liqueur de Fehling

v Solution A : CuSO4, 5H20 35g puis ajouter H2SO4 5ml et compléter a 1 litre avec

de I’eau déminéralisée

v Solution B : Tartrate double de Na et K 200g, les dissoudre dans de la Lessive de

soude 375ml, et compléter a 1 litre avec de I’eau déminéralisée.




» Les Appareillage :

Autoclave Spectrophotometre Etuve

Micro onde Bac benzene Plaque chauffante avec

Agitation

Rotavapeur vortex Bain marie



PH métre

Chambre UV



Annexe Il : Les zones d’inhibition avec 3 répétitions

Tableau. I. Les zones d’inhibition avec 3 répétitions des fruits

Les Zones d’inhibition mm
Souches D Chem Rgt Sig Dath Sévi
8.35 7.73 16.90 9.33 7.21
TO 8.35 7.73 12.40 9.33 7.39
S. aureus 8.35 7.73 14.90 9.33 7.39
7.58 6.72 6.59 7.09 6.92
Yo 7.58 6.72 6.90 7.09 6.92
6.58 6.72 6.90 7.04 6.99
6.31 06 6.04 06 6.30
Ya 6.31 06 6.04 06 6.30
6.31 06 6.04 06 6.30
6 06 10.28 6.36 7.14
TO 06 06 10.14 6.36 7.14
06 06 10.42 6.30 6.72
06 06 7.28 06 06
S .typhi Yo 06 06 7.42 06 06
06 06 7.52 06 06
06 06 6.31 7.87 06
Ya 06 06 6.55 7.85 06
06 06 6.04 7.80 06
6.72 6.50 6.36 6.87 6.54
TO 6.70 6.53 6.33 6.83 6.52
6.74 6.49 6.30 6.85 6.50
6.46 6.18 6.12 6.38 6.20
E. coli Yo 6.44 6.15 6.12 6.38 6.20
6.40 6.12 6.10 6.35 6.18
6.27 6.02 06 6.20 6.23
Ya 6.25 06 06 6.20 6.25
6.27 06 06 6.15 6.20




Klebsiella
P

6.34 6.55 06 06 6.91
TO 6.34 6.50 06 06 6.89
6.30 6.53 06 06 6.91
6.64 6.07 06 06 06
Yo 6.60 06 06 06 06
6.55 06 06 06 06
06 7.60 06 06 6.26
Ya 06 7.62 06 06 6.26
06 7.59 06 06 6.20

Tableau.ll.Les zones d’inhibition avec 3 répétitions des feuilles de 5variétés

Les souches Zones d’inhibition mm
D | Chem Rgt Sig Dath Sévi
TO 15.66 22.41 17.34 15.65 14.70
S. aureus 15.66 16.01 19.95 17.30 12.42
15.66 20.36 17.34 19.54 12.73
Y 13.54 14.42 14.44 12.87 10.07
13.54 12.31 14.32 11.24 10
13.84 11.73 14.32 12.58 10.07
Ya 12.82 9.90 11.45 8.47 9.71
13.54 9.07 11.74 9.39 9.18
12.82 9.07 11.45 8.47 9.15
TO 06 06 9.42 06 06
S .typhi 06 06 9.40 06 06
06 06 10.12 06 06
Y 06 06 6.20 06 06
06 06 6.21 06 06
06 06 6.1 06 06
Ya 06 06 06 06 06




06 06 06 06 06
06 06 06 06 06
TO 06 06 06 06 06
E coli 06 06 06 06 06
06 06 06 06 06
Yo 06 06 06 06 06
06 06 06 06 06
06 06 06 06 06
Ya 06 06 06 06 06
06 06 06 06 06
06 06 06 06 06
Klebsiellap | TO 06 06 06 06 06
06 06 06 06 06
06 06 06 06 06
Ya 06 06 06 06 06
06 06 06 06 06
06 06 06 06 06
Ya 06 06 06 06 6.46
06 06 06 06 6.51
06 06 06 06 6.76




Annexe Il1 : I’analyse statistique de la teneur en polyphénols et de 1’activité

antibactérienne des extraits des feuilles et fruits.

ANOVA a1 facteur
var
Somme des ddl Moyenne des F Signification
carres carres
Inter-groupes 16,000 2 8,000 6,857 ,010
Intra-groupes 14,000 12 1,167
Total 30,000 14
ONEWAY Vvar BY PPFL
IMISSING ANALYSIS.
ANOVA a 1 facteur
var
Somme des ddl Moyenne des F Signification
carres carres
Inter-groupes 30,000 4 2,50 0.000.
Intra-groupes ,000 10 ,000
Total 30,000 14
ONEWAY var BY PPFR
IMISSING ANALYSIS.
ANOVA a 1 facteur
Somme des ddl Moyenne F Signification
carrés des carrés
Inter-groupes 88,500 20 4,425 70,800 ,000
VAR Intra-groupes 1,500 24 ,063
Total 90,000 44
Inter-groupes 30,000 20 1,500 .
concentr Intra-groupes ,000 24 ,000 .000
Total 30,000 44

ONEWAY VAR concentr BY tipyfr
IMISSING ANALYSIS.




A 1 facteur
ANOVA a 1 facteur
Somme des ddl Moyenne F Signification
carres des carres
Inter-groupes 53,333 10 5,333 4,945 ,000
VAR Intra-groupes 36,667 34 1,078
Total 90,000 44
Inter-groupes 15,333 10 1,533 3,555 ,003
concentr Intra-groupes 14,667 34 431
Total 30,000 44
ONEWAY VAR concentr BY colifr
IMISSING ANALYSIS.
ANOVA a 1 facteur
Somme des ddl Moyenne des F Signification
carres carres
Inter-groupes 84,000 13 6,462 33,385 ,000
VAR Intra-groupes 6,000 31 ,194
Total 90,000 44
Inter-groupes 28,500 13 2,192 45,308 ,000
concentr Intra-groupes 1,500 31 ,048
Total 30,000 44
ONEWAY VAR concentr BY klibfr
ANOVA a 1 facteur
Somme ddl Moyenne F Signification
des carrés des carrés
Inter-groupes 48,375 8 6,047 5,230 ,000
VAR Intra-groupes 41,625 36 1,156
Total 90,000 44
Inter-groupes 15,375 8 1,922 4,731 ,001
concentr  Intra-groupes 14,625 36 ,406
Total 30,000 44

ONEWAY VAR concentr BY aufl
/MISSING ANALYSIS.



ANOVA a 1 facteur
Somme ddl Moyenne F Signification
des carreés des carrés
Inter-groupes 90,000 31 2,903 .
VAR Intra-groupes ,000 13 ,000 0.123
Total 90,000 44
Inter-groupes 29,333 31 ,946 18,452 ,356
concentr Intra-groupes ,667 13 ,051
Total 30,000 44
ONEWAY VAR concentr BY tipyfl
IMISSING ANALYSIS.
ANOVA a 1 facteur
Somme des | ddl Moyenne F Signification
carres des carrés
Inter-groupes 27,692 3 9,231 6,074 0.745
VAR Intra-groupes 62,308 41 1,520
Total 90,000 44
Inter-groupes 3,231 3 1,077 1,649 ,589
concentr Intra-groupes 26,769 41 ,653
Total 30,000 44
ONEWAY VAR concentr BY colfl
IMISSING ANALYSIS.
ANOVA a 1 facteur
Somme des ddl Moyenne F Signification
carres des carres
Inter-groupes 45,000 3 15,000 13,667 ,000
VAR Intra-groupes 45,000 41 1,098
Total 90,000 44
Inter-groupes 6,000 3 2,000 3,417 ,026
concentr Intra-groupes 24,000 41 ,585
Total 30,000 44

ONEWAY Vvar BY KPFL
IMISSING ANALYSIS.






Résumé

Résumé

Les extraits naturels des plantes sont doués des propriétés biologiques variables. Le présent travail s’est fixé
comme objectif I’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits des feuilles et fruits d’olivier (Olea europaea L)
de cing variétés (Chemlal, Dathier, Rougette, Sigoise, Sévillane) obtenus par macération dans le solvant méthanol,
le résultat de ’extraction a révélé que les feuilles et les fruits de I’olivier sont riche en polyphénols surtouts les
feuilles. L’analyse qualitative réalisé par un screening phytochimique a montré la présence de plusieurs familles de
composés naturelles comme les flavonoides, les coumarines, les tanins, les glycosides, les saponosides les triterpenes
et stéroides, et les anthraquinones. Par contre, les tests de recherche, de dérivés des alcaloides et des anthocyanes ont
été négatifs. Le pouvoir antibactérien des extraits a été réalisé par la méthode de diffusion des disques sur quatre
souches bactériennes (S.aureus, K.pneumoniae, S.typhi et E.coli). Tous les extraits sont révélés inactifs ou ont un
effet faible vis-a-vis de P. aeruginosa, E. coli, Styphi. Par contre, montré un effet inhibiteur élevé contre S.aureus,

Mots clés : Olea europaea L, Polyphénols, Substances bioactives, Extraction, Activité antibactérienne.

Abstract

The natural extracts of plants present various biological activities. The present work aims to evaluate the
antibacterial potency the extracts of olive fruit and leaves (Olea europaea L) the five varieties (Chemlal, Dathier,
Rougette, Sigoise, Sévillane) were extracted by maceration in solvent methanol. The result of extraction
demonstrates olive fruits and leaves is rich en polyphénols property the leaves. phytochemical screening and,
showed that aerial parts of the studied plant contain several groups of phytochemical compounds such: flavonoids,
coumarins, tannins, reducing compounds, anthraquinones, saponins and triterpenes and steroids. An inverse we have
note detected alkaloides and anthocyanes in our plant. The antibacterial potency of the extracts was evaluated by the
disque diffusion method on four bacterial strains: (S.aureus K.pneumoniae, S.typhi and E.coli). All extracts were
inactive or anemic against K.pneumoniae, E. coli, and S.typhi. While the extracts exhibited a high inhibitory effect
on S.aureus.

Keywords: Olea europaea L, Polyphénols, Bioactive compounds, Extraction, Antibacterial activity.
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