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Introduction

L’étude de la chimie des plantes médicinales est toujours d’une brulante actualité

malgré son ancienneté. Cela tient principalement au fait que le règne végétal représente

une source importante d’une immense variété de molécules bioactives. Cette matière

végétale contient un grand nombre de molécules qui ont des intérêts multiples mis à profit

dans l’industrie alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composés on

retrouve, les alcaloïdes, les acides phénoliques, les tannins, les terpènes et les flavonoïdes

(Ghedira, 2005).

Les polyphénols sont en effet doués de multiples vertus thérapeutiques, ils jouant

un rôle très important, principalement, dans la lute conte diverses maladies, telles que

l’hypertension, les cancers, le diabète, les maladies cardiovasculaires et la peroxydation

lipidique ; Expliquant de ce fait leur grand utilisation dans la fabrication des médicaments.

Ils interviennent également dans la protection contre les différentes attaques microbiennes

(Brunton, 1999).

Arbre à utilisation large et originaire du bassin méditerranéen, Olea europaea L, a

été introduit dans plusieurs pays d’Australie et d’Afrique de sud. L’utilisation la plus

connue de l’olivier est sans nul doute la production de l’huile d’olive utilisée à des fins

alimentaires, cosmétiques et thérapeutiques. Par ailleurs, les propriétés médicinales de

l’olivier sont également attribuées à ses feuilles qui font aujourd’hui l’objet de nombreuses

recherches scientifiques, qui peut être utilisées comme source utile de composés

phénoliques de hautes valeurs ajoutées. En fait, l'extrait de feuilles d'olivier a été utilisé

comme antioxydant, anti-inflammatoire et antimicrobien contre les bactéries et les

champignons (Djenane et al., 2011).

Les feuilles d’Olea europaea L sont constituent par une large gamme de composés

naturels aux effets bénéfiques. Les principaux composants phénoliques actifs dans la

feuille d'olivier sont connus être oleuropéine et ses dérivés tels que hydroxytyrosol et

tyrosol, ainsi que l'acide caféique, l'acide vanillique, lutéoline, rutine, lutéoline-7-

glucoside, apigénine-7-glucoside, et (Lee et al., 2009). L'oleuropéine étant le constituant

majeur phénolique des extraits de feuilles d’olivier, environ 19% (p/p), doté par leurs

multifonctions bioactives exploitées dans tous les domaines, aussi bien en médecine

(Abaza et al., 2015).
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L’objectif de ce travail est de quantifier les composés phénoliques des extraits

aqueux et éthanolique de feuilles d’Olea europaea L, poussant en Algérie. L’activité

antioxydante à été évalué au moyen d’un seul test (réduction de fer) et l’activité

antibactérienne à été déterminée par la méthode de diffusion en milieu gélosé.

Diverses recherches dans le monde mettant l’accent sur le potentiel bioactif de

diverses variétés d’Olea europaea L .Le principal objectif de ces investigations réside

dans l’utilisation des substances naturelles pour la protection contre le stress oxydatif et les

infections bactériennes.
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I. Métabolites secondaires des plantes

I.1.Généralités

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité à produire des

substances naturelles très diversifiées appelées métabolites secondaires (Macheix et al.,

2005). Bien connu pour la complexité de leur structure chimique et voies de biosynthèse

des produits naturels, ils sont considérés comme biologiquement négligeables et ont

historiquement reçu peu d'attention de la plupart des biologistes végétaux. Les chimistes

organiques, cependant, ont longtemps été intéressés par ces composés photochimiques et

ont étudié leurs propriétés chimiques abondamment depuis les années 1850.

La reconnaissance des propriétés biologiques d'une myriade de produits naturels a

favorisé l'orientation actuelle dans ce domaine, à savoir, la recherche de nouveaux

antioxydants, médicaments, antibiotiques, insecticides et d'herbicides. L’effet biologique

des produits naturels a provoqué une réévaluation des rôles possibles que jouent ces

composés dans les plantes, en particulier dans le contexte des interactions écologiques.

(Hynes et O’Coinceanainn, 2004).

Plusieurs de ces composés ont été démontré pour avoir une grande signification

dans la protection contre les herbivores et les infections microbiennes, comme attractifs

pour les pollinisateurs et les graines de dispersion des animaux, et comme agents

allélopathiques (allélochimiques qui influencent la concurrence entre les espèces végétales)

(Rodney et al., 2000).

I.2. Classification

Les métabolites secondaires végétaux dépassent actuellement 100 000 substances

identifiées et appartiennent à trois classes chimiques principales : les terpanoïdes (groupe

de lipides), les alcaloïdes (dérivés des acides aminés) et les composés phénoliques (dérivés

de glucides).

I.2.1. Terpènoïdes

Les terpènoïdes représentent la classe la plus structurellement variée des produits

végétaux naturels. Le nom terpènoïdes, ou terpéniques, découle du fait que les premiers

membres de la classe ont été isolés à partir de la térébenthine ("terpentin" en allemand).

Tous les terpènoïdes sont dérivés par fusion répétitive des unités ramifiée à cinq carbones

basées sur le squelette d'isopentane. Ces monomères sont généralement appelées unités
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isoprène, car la décomposition thermique de nombreuses substances terpènoïdes produit un

alcène qui est un isoprène gazeux et parce que les conditions chimiques appropriées

peuvent conduire à une polymérisation de l'isoprène générant de nombreux squelettes

terpènoïdes (Dorman et Deans, 2000 ; Burt, 2004 ; Siphailiene et al., 2006 ; Bakkali et

al ., 2008 ). Les terpènoïdes qui découlent de trois unités d'isoprène contiennent 15 atomes

de carbone et sont connus comme les sesquiterpènes (demi-terpènes). Comme les

monoterpènes, beaucoup de sesquiterpènes sont présents dans les huiles essentielles

(Bagamboula et al., 2004 ; De Billerbeck et al., 2004). En plus, de nombreux

sesquiterpénoïdes agissent en tant que phytoalexines, composés antibiotiques produits par

des plantes en réponse au défi microbien, et comme antiappétents qui découragent les

herbivores opportunistes (Bouaoun et al., 2007 ; Hilan et al., 2009).

I.2.2.Alcaloïdes

Les alcaloïdes sont une des classes des métabolites secondaires les plus importants

des plantes. Le terme alcaloïdes ou « alkaly-like » (al kaly = la soude ; like = qui a

l’apparence) a été proposé pour la première fois par le pharmacien Meissner en 1818. C’est

en 1896 que Meyer présenta la première définition explicite des alcaloïdes (Hesse, 2002).

Les alcaloïdes sont bien connus pour leur propriétés antibactériennes (Almomani et al.,

2007; Elseedi et al., 2007 ; Delso et al., 2010 ; Nenaah, 2010; Yu et al., 2010), mais les

mécanismes exactes responsable de leurs actions antibactériennes sont loin d’être

entièrement compris (Souza et al., 2004); Généralement les alcaloïdes peuvent inhiber la

biosynthèse des protéines et perturbent la stabilité membranaire (Wink , 1998 ; Kim et al.,

2004) et peuvent également interagir avec la membrane cytoplasmique bactérienne et avec

l’ADN (Jenning et Ridler, 1983; Philipson, 1987; Albayati , 2008 ).

I.2.3.Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires les plus importants des

plantes impliquée dans divers processus, tel que la croissance, la lignification, la

pigmentation, la pollinisation et la résistance vis-à-vis des pathogènes, les prédateurs et les

stress environnementaux (Duthie et al., 2003). Ils sont exploités en phytothérapie et

suscitent beaucoup d’intérêt par leur potentiel antibactérien et antioxydant. ils regroupent

un vaste ensemble de plus de 8000 molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques

allant de molécules phénoliques simples de bas poids moléculaires, tels que les acides
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phénoliques, à des composés hautement polymérisés comme les tannins. Chimiquement,

ils présentent toutes un point commun : la présence dans leur structure d’au moins un

noyau benzénique, lui-même porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH),

libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester, hétéroside. Leur origine

biosynthétique est proche, ils dérivent principalement de l’acide shikimique (Kakhlon et

Cabantchik, 2002 ; Welch et al., 2002).

I.3. Intérêt des métabolites secondaires

Comme les bactéries possèdent des stratégies communes pour la colonisation et

l’infection des végétaux, les plantes peuvent synthétiser un grand nombre de molécules

organiques complexes qui n'interviennent pas dans le métabolisme énergétique et carboné.

Ces substances naturelles issues des végétaux ont des intérêts multiples mis à profit

dans l’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. La pharmacie

utilise encore une forte proportion de médicaments d’origine végétale et la recherche

trouve chez les plantes des molécules actives nouvelles, ou des matières premières pour la

semi-synthèse (Bahorun, 1997).

Ces substances peuvent être également utilisées comme régulateurs du

fonctionnement cellulaire et développent des mécanismes de défense pour lutter contre les

infections par différents agents phytopathogènes, ou en réponse aux éliciteurs abiotiques

(Hammerschmidt, 1999 ; Macheix et al., 2005). Il s’en suit une stimulation de la

synthèse de novo d’un mélange complexe des métabolites secondaires ou les phytoalexines

(Harbone et Willims, 2000); en induisant l’activation et l’expression des gènes codant

pour les enzymes impliquées dans leur biosynthèse (Hoffmann, 2003).

Nombreux chercheurs ont testé l’activité antibactérienne des extraits bruts de

plantes ainsi que de leurs substances pures sur de nombreuses souches bactériennes

pathogènes (Simoes et al., 2009). Ces études ont montré que l’activité antibactérienne des

métabolites secondaires est liée à la diversité de leur structure chimique (Gibbon, 2004).

En effet, le niveau de synthèse des composés phytochimiques de défense augmente

fortement après les infections de plante (Tegos et al., 2002).

Vu la diversité et la variabilité des métabolites secondaires issus de plantes, une

étude détaillée sera consacrée uniquement pour l’Olivier qui fera l’objet de notre étude.
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II. Olea europaea L

II.1. Généralités

L’olivier est un arbre de la famille des oléacées cultivé dans les régions de climat

méditerranéen pour produire des fruits comestibles, qui donne une huile recherchée «

l’huile d’olive » (Rubio de Casas et al., 2006 ; Vossen et al., 2007). Elle est cultivé

depuis prés de 3500 ans, le nom scientifique de l’arbre Olea vient d’un mot grec qui

signifie «huile».

L’olivier est une plante qui a accompagné le développement de la civilisation

méditerranéenne, il est connu pour sa longue durée de vie (en moyenne 500 ans), cet arbre

caractéristique des pays tempérés et tropicaux fait partie des arbres les plus anciennement

cultivés (Ryan et al., 2002).

L'olivier constitue dans la plupart des pays du bassin méditerranéen la principale

essence fruitière, tant par le nombre d'arbres cultivés que par l'importance sociale et

économique de sa culture et son rôle environnemental rapporté par (Brhadda et al., 2003).

Les marqueurs moléculaires rendent possibles l'étude de la structure génétique des

cultivars, des flux géniques et des relations entre la forme cultivée et sauvage. L'analyse de

la diversité actuelle de la sous espèce «europaea » d'Olea europaea permet de déterminer

les mécanismes qui ont conduit à cette diversité.

II.2. Classification botanique

Tableau I : Classification botanique de l’Olea europaea L (Cronquist, 1981).

Règne Plante

Sous Règne Tracheobionate

Division Magnoliphytes

Classe Magnoliopside

Sous classe Astéridées

Ordre Scrophulariales

Famille Oleaceae

Genre Olea

Espèce europaea
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II.3. Caractéristique morphologique et répartition géographique

Olivier est un arbre vivace au feuilles persistantes, dur, gris-vert et ayant une forme

allongée, elles sont utilisées pour l’alimentation de bétail (Metzidatis, 1997). Les fleurs

sont déposées en grappes sur une longue tige, l’olivier produit deux sortes de fleurs, une

parfaite qui contient les deux sexes male et femelle et une staminée (Bernie et al., 2006).

Le tronc est gris-vert et lisse jusqu’a sa dixième année, (Rugini et al., 1998). Pour le

système racinaire, il s’adapte à la structure des sols, le système radiculaire reste à une

profondeur de 500 à 700 cm et se localise principalement sous le tronc, mais ces racines

forment une souche ligneuse très importante, dans laquelle s’accumulent des réserves,

dans les mêmes conditions d’alimentation (Maillard, 1975 ; Loussert et Brousse, 1978).

Figure 01 : La plante Olea europaea L (Wirtz, 2008).

Pour les botanistes, l’aire de répartition de l’olivier est synonyme de “région

méditerranéenne’’. L’olivier (Olea europaea L.) est cultivé depuis très longtemps autour

de la méditerranée et de la mer noire surtout en : Espagne, Italie, Grèce, Turquie, France,

Tunisie, Algérie et Croatie (figure 02). Aujourd’hui si l’on trouve des plantations en

Californie, Australie, Afrique du Sud. Cette répartition géographique est influencée par des

facteurs climatiques et pédologiques (Gaussorgues, 2009 ; Carrion, et al., 2010).



Figure 02: Aire de répartition de l'olivier sauvage et cultivée dans le

bassin

II.4. Composition des feuilles d’olivier

La composition chimique des feuilles varie en fonction de nombreux facteurs

(variété, condition climatiques, époque et prélèvement). Généralement, la matière sèche

des feuilles vertes se situe autour de 50 à 58%, celle des feuilles sèches autour de 90%. La

teneur en matières azotées totales des feuilles varie de 9

cellulose et hémicellulose et plus de lignine

contiennent des quantités remarquables en arginine, leucine et de la valine. Mais des

teneurs faibles en tyrosine et cystéine. La teneur

5 à 7% (Garcia et al., 2003)

Le tableau II résume les principaux métabolites secondaires présent dans les

feuilles d’olivier, parmi lesquels

secoiridoides ( oleuropeine, lugstroside…) et les acides phénols tels que l’acide caféique,

les acides p-coumarique et chlorogénique

Le composé le plus abondant dans les extraits

feuilles d’olivier est l’oleuropéine, qui en représente jusqu’un 19% du poids sec dont la

structure est présentée dans la

groupe spécifique de coumarine, produit par l

considéré comme un précurseur de la synthèse des alcaloïdes indoliques

., 2000 ; Tripoli et al., 2005)
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Aire de répartition de l'olivier sauvage et cultivée dans le

bassin méditerranéen(Carrion, et al., 2010).

Composition des feuilles d’olivier

chimique des feuilles varie en fonction de nombreux facteurs

(variété, condition climatiques, époque et prélèvement). Généralement, la matière sèche

des feuilles vertes se situe autour de 50 à 58%, celle des feuilles sèches autour de 90%. La

ières azotées totales des feuilles varie de 9 à 13%, elles ont moins de

e et plus de lignine (Nefzaoui, 1987). Généralement elles

contiennent des quantités remarquables en arginine, leucine et de la valine. Mais des

tyrosine et cystéine. La teneur en matière grasses (MG) oscille autour de

., 2003).

résume les principaux métabolites secondaires présent dans les

feuilles d’olivier, parmi lesquels : les flavonoïdes (lutéoline, que

secoiridoides ( oleuropeine, lugstroside…) et les acides phénols tels que l’acide caféique,

coumarique et chlorogénique ( Ryan et al., 2002 ; Yaseen-Khan et

Le composé le plus abondant dans les extraits méthanoliques et éthanoliques des

feuilles d’olivier est l’oleuropéine, qui en représente jusqu’un 19% du poids sec dont la

structure est présentée dans la figure 03 (Winkhausen et al., 2005). Ce dernier est un

groupe spécifique de coumarine, produit par le métabolisme secondaire des terpènes, il est

considéré comme un précurseur de la synthèse des alcaloïdes indoliques

., 2005).
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Aire de répartition de l'olivier sauvage et cultivée dans le

chimique des feuilles varie en fonction de nombreux facteurs

(variété, condition climatiques, époque et prélèvement). Généralement, la matière sèche

des feuilles vertes se situe autour de 50 à 58%, celle des feuilles sèches autour de 90%. La

à 13%, elles ont moins de

Généralement elles

contiennent des quantités remarquables en arginine, leucine et de la valine. Mais des

en matière grasses (MG) oscille autour de

résume les principaux métabolites secondaires présent dans les

: les flavonoïdes (lutéoline, quercétine…), les

secoiridoides ( oleuropeine, lugstroside…) et les acides phénols tels que l’acide caféique,

Khan et al., 2007).

méthanoliques et éthanoliques des

feuilles d’olivier est l’oleuropéine, qui en représente jusqu’un 19% du poids sec dont la

. Ce dernier est un

e métabolisme secondaire des terpènes, il est

considéré comme un précurseur de la synthèse des alcaloïdes indoliques (Solar-Rivas et al



Figure

D’autres constituants ont été aussi identifiés dans les feuilles d’olivier, il s’agit des

glycosides de l’apigénol et de lutéolol

(Martin-Garcia et al., 2003

un pourcentage de 1% alors que les tannins solubles possèdent une teneur de 0,3% et celle

de lignine varie de 14,2% à 30,4% par rapport à la matière sèche

Tableau II : Principaux composés phénoliques,

les feuilles d’O.europaea L

Classe

Acides Acide caféique, Acide p
Phénoliques Acide chlorogénique, Aci

Acide vanili
Verbascoside,vanilline

Flavonoïdes Lutéoline 7
hétérosidiques 4’-O-glucoside, Lutéoline 7

Apignine 7
Rutine, Anthocyan
Glucoside, diosmétine

Flavonoïdes Apigénine, Lutéoline, Quercétine,
aglycones Kaempferol, Hesperitine,

(Cyanidine), Chalcone, Myricétine,
Diosmétine, Catéchine

Triterpènes Acide oleanolique, acide maslinique,
Acide hydroxy

Sécoiridoides Oleuropeine, Acide élé
Ou iridoides demethyloleurop

11-diméthyle
Ligustroside, oleuroside, oleacine
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Figure 03: Structure chimique de l’oleuropéine.

D’autres constituants ont été aussi identifiés dans les feuilles d’olivier, il s’agit des

glycosides de l’apigénol et de lutéolol (Bruneton, 1999), des lignines et des tannins

; Chebbi et al., 2011). Les tannins condensés so

un pourcentage de 1% alors que les tannins solubles possèdent une teneur de 0,3% et celle

de lignine varie de 14,2% à 30,4% par rapport à la matière sèche (Fegeros et

rincipaux composés phénoliques, secoiridoides et triterpènes, identifiés dans

L.

Composés Référence

Acide caféique, Acide p-coumarique, Rayan et Roberds, 1998;
cide chlorogénique, Acide gallique,

Acide vanilique, Acide gallique Mc donald et
erbascoside,vanilline

Ghedira, 2008
et al

Lutéoline 7-O glucoside, lutéoline
glucoside, Lutéoline 7-O-rutinoside,

Apignine 7-O-glucoside, Hespéridine, Benavenete
Rutine, Anthocyanidine, Cyanicdine 3-O- ., 2000
Glucoside, diosmétine-7-glucoside 2000.
Apigénine, Lutéoline, Quercétine,
Kaempferol, Hesperitine, Anthocyanine
(Cyanidine), Chalcone, Myricétine,
Diosmétine, Catéchine

Acide oleanolique, acide maslinique, Bisignano et
Acide hydroxy-oleanolique Somova et

leuropeine, Acide élénolique, Briante et
demethyloleuropeines hydroxytyrosol, Briante et

diméthyle-oleuropéoside, Ghedira, 2008.
Ligustroside, oleuroside, oleacine
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D’autres constituants ont été aussi identifiés dans les feuilles d’olivier, il s’agit des

, des lignines et des tannins

., 2011). Les tannins condensés sont présents avec

un pourcentage de 1% alors que les tannins solubles possèdent une teneur de 0,3% et celle

(Fegeros et al., 1995).

secoiridoides et triterpènes, identifiés dans

éférence

coumarique, Rayan et Roberds, 1998;

Mc donald et al., 2001 ;
El-Etre, 2007 .

Ghedira, 2008 ;Dekanski
al ., 2009.

Benavenete-Garcia et al
., 2000 ;Ryan et al.,

2000.

Bisignano et al., 2001
Somova et al., 2003.

Briante et al., 2002 ;
Briante et al., 2004 ;
Ghedira, 2008.
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II.5. Intérêt thérapeutique des feuilles

Dans l’antiquité les feuilles étaient déjà utilisées pour soigner les blessures

cutanées, l’ancienne médecine grecque à l’origine de la médecine occidentale connaissait

déjà ses vertus antiseptiques et anti-infectieuse. Avec l’avènement de la médecine clinique

moderne, cet extraordinaire remède naturel tomba malheureusement en désuétude comme

la plupart des traitements d’origine naturelle ; Depuis quelques dizaines d’années ces

derniers sont utilisés de nouveau car les antibiotiques ne sont plus considérés comme les

tous puissants remèdes qu’ils étaient censés être. Les principales études menées sur les

feuilles d’olivier concernent principalement les propriétés d’un de leurs constituants :

oleuropéine. Ces essais confirment les effets d’extrait d’olivier sur les infections virales,

fongiques, et bactériennes (Baycin et al., 2007).

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

européens et méditerranéens comme des extraits, des tisanes, et des poudres. Ils

contiennent plusieurs composés potentiellement bioactifs (Wainstein et al., 2013). Des

évidences suggèrent que boire une infusion de feuilles d’olivier a été une méthode

employée depuis plusieurs siècles par les cultures des moyens orient pour traiter les

troubles tels que la toux, les gorges sensibles, les cystites et les fièvres (Yasseen Khan et

al., 2007).

De plus, les feuilles d’olivier étaient utilisées en cataplasme pour traiter les

brulures, les éruptions, et les autres problèmes de peau. Elles sont employées pour

désinfecter les blessures cutanées. Les Anciens leur attribuaient des vertus antiseptiques et

la propriété de combattre toutes sortes d’infections (Micol et al., 2005).

En 1854, Handbury publie un article relatant les vertus d’une décoction des feuilles

d’olivier qui réduisait la fièvre due aux maladies sévères (Petkov et Manolov, 1972). Les

feuilles aussi, ont été largement utilisées en tant que remède pour le traitement de la fièvre

et d’autres maladies comme le paludisme (Benavente-Garcia et al., 2000 ; Bouaziz et al.,

2008).

II.5. 1. Activité antimicrobienne

Les essais in vitro ont montré que les extraits des feuilles d’O.europaea L sont très

efficaces contre un grand nombre de bactéries qui parasitent le système digestif, les voies
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respiratoires et divers organes incluant, Salmonella typhi, Vibrio parahaemolyticus,

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia, et Escherichia coli et Bacillus cereus

(Bisignano et al., 1999 ; Caturla et al., 2005). Plusieurs sécoiridoides de cette espèce,

semblent contribuer à l’activité antimicrobienne ; l’hydroxytyrosol et l’oleuropeine par

exemple, se sont révélé efficaces contre les bactéries (Juven et Henys, 1972 ; Bisignano

et al., 1999 ; Saavedra et al., 2010).

L’extrait des feuilles d’olivier peut avoir un rôle de régulation, de la composition,

de la flore gastrique en réduisant sélectivement les niveaux des Helicobacter pylori et

C.jejuni, les métabolites de bisphénols peuvent avoir une meilleure activité antibactérienne

que les composants non métabolisés, signifiant que les essais in vitro peuvent sous-estimer

l’activité totale (Sudjana et al., 2009).

En 1968, des recherches publiées par la société américaine de microbiologie

indiquent que les composants actifs de l’oleuropeine, l’acide elénol et l’enolate de calcium

inhibent la croissance des différentes virus (Zaher et al., 2007 ; Micol et al., 2005 ; Bao

et al., 2007 ; Yamada et al., 2009). D’autres études ont montré que l’extrait de feuille

d’olivier a un potentiel d’activité antivirale contre les virus d’hépatite, rotavirus, les

rhinovirus bovine et les paravovirus canine (Fredreckson, 2000). En outre ce deux

composés majoritaires des feuilles d’olivier agissent en inhibant aussi bien la fusion entre

les deux membranes, la membrane cellulaire et celui du virus HIV-1, comme ils peuvent

inhiber également l’activité de l’integrase de ce virus (Lee-Huang et al., 2003 ; Lee-

Huang et al., 2007 a et b).

L’activité antifongique in vitro a été mise en évidence en présence de composés

phénoliques, aglycone de quercétine et de lutéoline, rutine, oleuropéine, et tyrosine par

simple observation microscopique. En effet, ces composés phénoliques affectent la

croissance, morphologie et l’ultrastructure des mycètes : tels que Phytophtora mégasperma,

drechsler et cylindrocarpon destructans (Baidez, 2007). D’autres études ont montrés que

ces composées peuvent réduire la production de tixines d’Aspergillus flavus (Delrio et al.,

2000).Par ailleurs les travaux menés par Korukluoglu et al, (2007) avec les extraits aqueux

de feuille d’olivier et 7 composés phénoliques ( l’acide 4-hydroxybenzoique, acide

vanillique, acide p-coumarique, tyrosol, acide caféique, acide syringique et oleuropéine)

montré un effet spectaculaire sur 10 souches fongiques.
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II.5. 2. Activité antioxydante

Les extraits des feuilles d’olivier, jouent un rôle important dans la prévention des

maladies cardiovasculaires, particulièrement l’artériosclérose et l’hypocholestérolémie,

comme ils diminuent le mauvais cholestérol (LDL) et en inhibent la peroxydation des

lipides plasmatiques (Cherif et al., 1996 ., Bennani-Kabchi et al., 1999 ; Andreadou et

al., 2006).

Ces effets, sont dus aux propriétés antioxydantes d’oleuropéine et

d’hydroxytyrosol, qui possèdent une forte activité antioxydante, et une excellente activité

scavenger de l’oxygène actif (Andrikopoulos et al., 2002 ; Bouaziz et al., 2008 ; Jamaia

et al., 2008 ; Lee et al., 2009 ; Hayes et al., 2009 ; Bulotta et al., 2011 ; Fleming et al.,

2011).

Les flavonoïdes des feuilles d'olivier exercent leur activité anti-oxydante via leur

groupe hydroxyle. Cette action est également due à la présence de triterpènes (Benavente-

Garcia et al., 2000).

L’acide caféique a été également rapporté pour avoir une activité scavenger de

l’anion superoxide (Chimi et al., 1995). Des recherches montrent que les composants

polyphénoliques du régime méditerranéen empêchent les événements biochimiques qui

sont mis en cause dans la maladie athérogène, de ce fait proposant un nouveau lien entre le

régime méditerranéen et la prévention de la maladie coronarienne (Visioli et Galli, 1998).

II.5. 3. Activité vasodilatatrice et hypertensive

Il a été démontré sur des rats (per os), qu’une décoction de feuilles d’olivier,

augmente le débit sanguin au niveau coronarien, et inhibe ainsi l’enzyme de conversion de

l’angiotensine (Hansen et al., 1996) ; Cette activité est attribuée essentiellement à

l’oleuropeine, aux tritérpènes (acide oleanolique ) et aux produits d’hydrolyse

enzymatiques des secoiridoides (Zarzuelo et al., 1991 ; Khayyal et al., 2002 ;

Perrinjaquet-Moccetti et al., 2008). Des études cliniques ont montrées qu’un traitement

par des infusions de feuilles d’olivier entraine une stabilisation de la tension artérielle chez

des sujets présentant une hypertension modérée (Haris, 2010).
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Les études cliniques récentes ont montrées que une dose 500g de l’extrait des

feuilles d’olivier, deux fois par jours, peut remplacer une dose de 12.5-25 mg en

Captopril, dans l’abaissement des tensions artérielles systoliques chez les patientes

hypertendus (Sausalit et al., 2010).

II.5. 4. Activité antidiabétique

L’activité hypoglycémique des feuilles d’olivier a été mise en évidence chez des

lapins diabétiques. En effet, l’extrait éthanolique de feuilles d’olivier administré à ces

lapins induit la diminution du taux de glucose du sang (Al-Azzawie et Alhamdani, 2006).

L’effet hypoglycémiant est du à la présence d’oleuropéine, qui pourrait agir soit en

stimulant l’utilisation périphérique du glucose soit en favorisant la libération d’insuline

induit par les cellules β (Fahri et al., 1994).

Un autre composé, l’acide olealonique possède également une action

antidiabétiques puissante, il agit sur l’enzyme α-glucosidase, cette enzyme hydrolyse les 

disaccharides et oligosaccharides en glucose. Les inhibiteurs de cette enzyme retarderaient

la digestion d’ydrate de carbone et entraineraient une réduction du taux d’adsorption du

glucose et par conséquent la glycémie. L’inhibition de alpha-glycosidase est de ce fait

considérée importante dans la gestion du diabète non insulino dépendant (Shaiq ali et al.,

2002). L’administration d’un extrait des feuilles d’olivier riche en oleuropéine (8mg /kg),

pendant 4 semaines, montre une diminution significative de glucose. Ses résultats met en

évidence l’effet antidiabétique de l’oleuropéine (Al-Azzawie et al., 2006 ; Jemai et al.,

2008).

Les propriétés hypoglycémiantes de l’extrait de feuille d’olivier peuvent être

expliquées par deux mécanismes d’action de l’oleuropéine. L’oleuropéine augmenterait la

libération d’insuline induite par un pic de glucose sanguin .L’oleuropéine favoriserait

l’utilisation périphérique du glucose (AL-Azzawie et Alhamadani, 2006).

II.5. 5. Activité anti-inflammatoire

L’oleuropéine et l’un de ses dérivés des catéchol hydroxytyrosol, empêchent la

génération du leukotriene B4 impliqué dans un éventail de voies pro-inflammatoire aussi

bien que la production d’eicosanoide (Petroni et al., 1995).
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La lutéoline est également un composé clé, qui a montré l’activité anti-

inflammatoire chez certain types d’animaux, et des effets antiallergiques. L’apignine

présence aussi dans les feuilles empêche les médiateurs inflammatoire ; tels que l’oxyde

nitrique et la prostaglandine E2 (Braun, 2005).

Les tritérpenes (acide ursolique et acide oléanolique) sont des puissants agents anti-

inflammatoire capable d’inhiber l’elastase leucocytaire humaine ainsi que l’activité de la

COX-2 et LOX-5 (Honda et al., 2000).

II.5. 6. Activité antiulcérogène

les flavonoïdes présents dans les feuilles d’olivier jouent un rôle protecteur de la

muqueuse gastrique contre divers agents ulcérogène. Une activité anti-ulcérogène de la

quercétine a été également mise en évidence chez un rat dont l’ulcère gastrique a été induit

par l’éthanol. Les effets cytoprotecteures de la quercétine sont dus à un complexe

impliquant la stimulation de la protaglandine et l’inhibition de la production de leukotiènes

via la production du mucus (Ghedira, 2005).

II.5.7. Activité anticancéreuse

L’activité anticancéreuse des extraits de feuilles d’olivier est due à la présence de

quercétine qui inhiberait la croissance cellulaire en inhibant certaines phases du cycle

cellulaire et en bloquant les sites récepteurs des hormones. La multiplication cellulaire

peut être inhibée également par d’autres mécanismes, à savoir : la stabilisation du

collagène, l’altération de l’expression des gènes et la réduction des radicaux libre (Marfak,

2003). Menendez et al. (2007), ont prouvé que l’aglycone d’oleuropéine est le plus efficace

contre la viabilité des cellules de cancer du sein chez la femme.

D’autres études ont montré que l’oleuropéine, l’hydroxytyrosol, l’acide caféique,

l’acide gallique et l’acide chlorogénique possèdent également une activité anticancereuse

efficace, directement en perturbant les filaments d’actine. L’oleuropéine empêche la

prolifération, la migration des cellules tumorales, leur réplication, leur mobilité et leur

invasion (Hamdi et Castellon, 2005 ; Fernando et al., 2009 ; Bouallaqui et al., 2011).

Alors que l’acide caféique, l’acide gallique et l’acide chlorogénique peuvent bloquer la

nitrosation des amines soit par réduction du nitrite en oxyde nitrique, soit par formation de
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dérivés C-nitroso en agissant non seulement in vitro, mais également in vivo.ces composés

possèdent des activités antioxydantes et antiradicalaires (Bossokpi, 2003).

II.5.8. Autres propriétés

D’autres vertus ont été démontrées pour cette espèce. Les feuilles d’olivier

améliorent tout particulièrement le système immunitaire grâce à ses puissants constituants

qui neutralise sans endommager les bactéries non pathogènes. Elles ont une activité sur la

thyroïde. Une étude récente a montré que l’extrait de feuilles d’olivier diminue le taux de

TSH sanguin avec une augmentation de la T3 probablement due à une stimulation de la 5’-

diodinase qui convertit la T4 en T3 (Al-Quarawie et al., 2002).

L’olivier fait partie de plusieurs pharmacopées locales (Dekanskl et al., 2009). Il

joue également un rôle important au niveau nutritionnel. Les utilisations thérapeutiques des

différents organes d’Olea europaea L sont répertoriées dans (Annexe I).

Les feuilles d’olivier sont diurétiques et préconisées dans l’hypertension artérielle

modérée. L’extrait de feuilles est utilisé comme adjuvant dans les formes légères de

diabète (au cours de la grossesse ou en cas d’obésité) (Ghedira, 2008).
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III. Radicaux libres et pouvoir antioxydant

III.1. Généralités

Le dioxygène est un élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce

qu’il permet de produire de l’énergie en oxydant de la matière organique. Mais nos cellules

convertissent une faible partie d’O2 en métabolites potentiellement toxiques : les espèces

réactives de l’oxygène (ERO) (Ribéreau-gayon, 1968).

III.2. Les espèces réactives de l’oxygène (ERO)

Un radical libre est une entité chimique (atome, molécule, fragment de molécule)

capable d’exister sous forme indépendante, contenant au moins un électron libre sur sa

couche externe, ce qui augmente considérablement sa réactivité par nécessité de se

combiner avec un autre électron pour atteindre la stabilité selon un phénomène d’oxydation

(Finaud et al., 2006 ; Mac Laren, 2007).

Les principales ERO sont résumés dans le tableau III :

Tableau III: Les principales espèces oxygénées réactives générées dans les systèmes

biologiques (Bartosz, 2003).

Nom Symbole

Espèce radicalaires

Anion syperoxyde O2
•-

Radical hydroxyle OH•

Monoxyde d’azote NO•

Espèce non radicalaires

Peroxyde d’hydrogène H2O2

Acide hypochlorique HOCL

Oxygène singulier 1O2

Peroxynitrite ONOO-

III.3. Origine de production des ERO

Les ERO peuvent être produites par des agents physiques comme les rayonnements,

des réactions chimiques et surtout enzymatiques. C’est ainsi que la chaîne respiratoire

provoque une libération importante d’ERO, mais dont l’intensité demeure controversée.

D’autres activités enzymatiques fournissent aussi des ERO, notamment les NADPH
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oxydases au cours de l’inflammation et les cytochromes P450 au cours de la détoxication

des xénobiotiques. Ainsi, la mitochondrie, la membrane plasmique et le réticulum

endoplasmique sont les sièges principaux de libération d’ERO (Barouki et Morel, 2001).

III.4. Dommages oxydatives des radicaux libres

Le principal danger des radicaux libres vient des dommages qu’ils peuvent

provoquer lorsqu’ils réagissent avec des composants cellulaires importants, tels que

l’ADN, les lipides (peroxydation), les protéines (Jacob, 2007) etc. En fait, de nombreuses

études, tant épidémiologiques que cliniques, indiquent que le stress oxydant est

potentiellement impliqué dans le développement de plus d’une centaine de pathologies

humaines différentes (Pincemail et al., 2002) allant de l’athérosclérose au cancer tout en

passant par les maladies inflammatoires, cardiovasculaires, neurodégénératives et le

diabète. Le rôle du stress oxydant à été également évoqué même dans des processus

physiologiques tel que le vieillissement (Martinez-Cayuela, 1995 ; Lehucher-Michel et

al., 2001 ; Sorg, 2004 ; Valko et al., 2007).

III.5. Systèmes de défense antioxydants

Pour contourner les dommages causés par les ERO, la cellule fait appel à des

systèmes de défense appelés antioxydants. Un antioxydant est défini comme toute

substance ayant la capacité de retarder, prévenir ou réparer un dommage oxydatif d’une

molécule cible (Halliwell et Gutteridge, 2007).



Figure 04: Régulation de la production d’espèces réactives de l’oxygène par les

systèmes de défenses antioxydants

Les défenses antioxydantes reposent sur des systèmes enzymatiques : superoxyde

dismutases SOD, catalases et glutathion peroxydases ; et non enzymatiques comme les

vitamines C et E, les polyphénols,…etc

III.5.1. Les antioxydants enzymatiques

III.5.1.1. Super oxyde dismutase (SOD)

Cette métalloprotéine est classée en trois catégories, la SOD cytosolique (Cu

Zn-dépandant), la SOD mitochondriale (Mn

(Cominacini et al., 1997).

la superoxyde dismutase (EC. 1.15.1.1) est l'un des antioxydants enzymatiques

intracellulaires les plus efficaces

dismutation de l'anion superoxyde en péroxyde d'hydrogène

2 O2
•- + 2H

III.5.1.2. La catalase (CAT)

La catalase qui catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogène en eau permettant

l’élimination de celui-ci (Yoshimoto et
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Régulation de la production d’espèces réactives de l’oxygène par les

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

Les défenses antioxydantes reposent sur des systèmes enzymatiques : superoxyde

dismutases SOD, catalases et glutathion peroxydases ; et non enzymatiques comme les

, les polyphénols,…etc (Leverve, 2009).

enzymatiques

5.1.1. Super oxyde dismutase (SOD)

Cette métalloprotéine est classée en trois catégories, la SOD cytosolique (Cu

dépandant), la SOD mitochondriale (Mn-dépendante), et la SOD extracellulaire

oxyde dismutase (EC. 1.15.1.1) est l'un des antioxydants enzymatiques

intracellulaires les plus efficaces (Rahman, 2007). C'est une enzyme qui catalyse la

dismutation de l'anion superoxyde en péroxyde d'hydrogène (Pelmont, 1995)

2H+ H2O2 + O2

5.1.2. La catalase (CAT)

La catalase qui catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogène en eau permettant

(Yoshimoto et al., 2007 ; Nicholls, 2012).

Synthèse bibliographiques

Régulation de la production d’espèces réactives de l’oxygène par les

., 2002).

Les défenses antioxydantes reposent sur des systèmes enzymatiques : superoxyde

dismutases SOD, catalases et glutathion peroxydases ; et non enzymatiques comme les

Cette métalloprotéine est classée en trois catégories, la SOD cytosolique (Cu- et

dépendante), et la SOD extracellulaire

oxyde dismutase (EC. 1.15.1.1) est l'un des antioxydants enzymatiques

C'est une enzyme qui catalyse la

(Pelmont, 1995).

La catalase qui catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogène en eau permettant
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Elle est essentiellement présente dans les peroxysomes, mais aussi dans les mitochondries

et le cytoplasme (pour les cellules qui ne possèdent cette organelle ex ; érythrocytes)

(Lindau-Sehpard et Shaffer, 1993).

H2O2+H2O2 2 H2O+O2

III.5.1.3. Glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase (EC. 1.11.10.19) est une enzyme dépendante du sélénium

(Akbas et al., 2005). L’activité du glutathion peroxydase, ou GPx, est de détoxifier le

peroxyde d’hydrogène et d’autres hydroperoxydes d’origine lipidique en couplant la

réduction de l’hydroperoxyde avec l’oxydation d’un substrat réducteur (Delattre et al.,

2005).

2 GSH (réduit)+H2O2 GSSG(oxydé)+2H2O

2 GSH (réduit)+ROOH GSSG(oxydé)+ROH+H2O

III.5.2. Les antioxydants non enzymatiques

III.5.2.1. La vitamine C (Vit C) (acide ascorbique)

Il s'agit d'un important et puissant antioxydant hydrosoluble qui ainsi fonctionne

dans les milieux aqueux de l'organisme (Sugiyama, 1992 ; Deaton et Marlin, 2003). Une

vaste gamme de ROS (hydroxyles, radicaux peroxyles, anions superoxydes, acides

hypochloreux), les espèces réactives du nitrogène (peroxynitrite) et les radicaux dérivés

des antioxydants (radicaux α-tocopheroxyl et l'urate) sont éliminés par l'acide ascorbique 

(Deaton et Marlin, 2003).

III.5.2.2. La vitamine E (Vit E) (tocophérol)

Elle est considérée comme le principal antioxydant attaché à la membrane utilisé

par la cellule pour inhiber la peroxydation lipidique (Pryor, 2000 ; Valko et al., 2006).

Elle est retrouvée dans les huiles végétales, dans les noix, les amandes, les graines, le lait,

les œufs et les légumes à feuilles vertes (Aouissa, 2002).

III.5.2.3. Les caroténoïdes

Les caroténoïdes, sont des pigments fabriqués par les végétaux. Les plus importants

sont le bêta-carotène, l’alpha-carotène, la lutéine, la zéaxanthine et le lycopène. Ce sont

eux qui donnent aux fruits et légumes des couleurs orange, rouge et jaune. Leur fonction
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essentielle est de protéger les plantes. La plupart des caroténoïdes ont une propriété

antioxydante (Causse, 2005).

Ce sont d'excellents piégeurs d'espèces radicalaires particulièrement vis-à-vis de la

lipoperoxydation des phospholipides membranaires grâce à leurs structures (Packer et al.,

1981).

III.5.2.4. Alumine

Il se trouve en grande quantité dans le plasma possède une fonction thiol qui lui

permet de jouer un antioxydant puissant à fixer les différents métaux (Cu2+, Fe3+…) et de

prévenir leur effets oxydants (Halliwell et Gutteridg, 1990).

III.5.2.5. Acide lipoïque

L’acide lipoïque autre composé appartenant aux thiols, présentent des propriétés

antioxydantes in vitro en piégeant les HO•, RO2
•, l’HOCl et l’1O2. En se liant à des métaux

comme le fer et le cuivre, il permet de les désactiver d’un point de vue catalytique, et a la

capacité de régénérer certains antioxydants endogènes et exogènes (Packer et al., 2001;

Panfili et al., 2003; Smith et al., 2004).

III.5.2.6. Composés phénoliques

Polyphénols se sont révélés être de puissants antioxydants qui peuvent neutraliser

les radicaux libres en donnant un atome d'électrons ou d'hydrogène. Le système hautement

conjugué et certains modèles d'hydroxylation tels que le groupe 3-hydroxy en flavonoïdes

sont considérés comme importants dans les activités antioxydants. Polyphenols supprimer

la génération de radicaux libres, ce qui réduit le taux d'oxydation en inhibant la formation

ou la désactivation de l'espèce active et de précurseurs de radicaux libres. Le plus souvent,

ils agissent comme des piégeurs de radicaux directs des réactions en chaîne de

peroxydation lipidique (les disjoncteurs de la chaîne). Chaîne-disjoncteurs don d'un

électron au radical libre, neutralisant les radicaux et devenir eux-mêmes des radicaux

stables (moins réactifs), arrêtant ainsi les réactions en chaîne (Tsao, 2010).

En plus de piégeage des radicaux libres, les polyphénols sont également connus

comme des chélateurs de métaux. Chélation des métaux de transition tels que Fe2 + peut
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réduire directement la vitesse de réaction de Fenton, empêchant ainsi l'oxydation

provoquée par les radicaux hydroxyles hautement réactifs (Perron et al., 2009).

III.6.Méthodes d’évaluation de l’activité antioxydante in vitro

Plusieurs méthodes sont disponibles pour mesurer l'activité antioxydante des

aliments et les systèmes biologiques (Ali et al., 2008 ; Scherer et Godoy, 2009).Tableau

IV représente les principales méthodes.

Tableau IV : Méthodes d’évaluation de l’activité antioxydant in vitro.

Tests DPPH TEAC FRAP ORAC

Mécanismes

réactionnels

Transfert

d'électron

majoritaire

Transfert

d'électron et de

proton

Transfert

d'électron

Transfert de

proton

Nature des

molécules

testées

Hydrophiles et

lipophiles

Hydrophiles et

lipophiles

Hydrophiles Hydrophiles et

lipophiles

Avantages

Très facile à

mettre en

œuvre, peu

couteux

Très facile à

mettre en œuvre

cinétique de

réaction très

rapide , peu

couteux

Très facile à

mettre en

œuvre,

peu couteux

Facile à mettre en

œuvre, couteux

(nécessité d’un

fluorimètre),

Utilisation d'un

générateur de

radicaux (ROO•)

Inconvénients

Forte

dépendance au

pH et au

solvant, radical

inexistant in

vivo

Produits de

dégradation

antioxydants,

radical

inexistant in

vivo

pH utilisé non

physiologique

Mécanismes de

génération des

ROO, non

physiologique,

interférences

possibles des

protéines

Références (Pinelo et al.,

2004).

(Osman et al.,

2006).

(Ou et al.,

2002).

(Lopez et al.,

2003).
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IV. Activité antibactérienne

IV.1. Généralité

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur l’usage des

antibiotiques. La prescription à grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut

entraîner la sélection de souches multi résistantes d’où l’importance d’orienter les

recherches vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration

de nouveaux médicaments à base des plantes (Billing et Sherman, 1998).

IV.2. Les agents antimicrobiens

Sur base de l’étymologie du mot « antimicrobien» (du grec anti : contre, mikros :

petit et bios : vie), on définit un composé de ce type comme toute substance capable d’agir

contre la vie des microorganismes. Un agent antimicrobien désigne une substance

naturelle, semi-synthétique ou synthétique qui, aux concentrations observées in vivo,

possède une activité antimicrobienne (Muylaert et Mainil, 2012).

IV.3. Mécanismes d’action des agents antimicrobiens

Les agents antimicrobiens ont une grande variété de structures chimiques. Plusieurs

mécanismes ont été proposés pour expliquer leur protection contre une infection, y compris

des effets sur le système immunitaire, des dommages à la membrane cytoplasmique des

bactéries, la liaison à l'ADN ou à l'inhibition de processus métaboliques bactériens

spécifiques. Ces agents ne sont pas une spécificité élevée (Epand et Epand, 2009). Les

différents mécanismes d’actions des agents antimicrobiens sont répertoriés dans (Annexe

II).

IV.4. Activités antimicrobiennes des polyphénols

Les composés phénoliques jouent un rôle important dans la résistance aux maladies,

protection contre les ravageurs et la diffusion d’espèces bactériennes. Ces substances ont

une action pharmacologique remarquable et une faible toxicité (Silva et al., 2006).

Le mécanisme d’action des polyphénols sur ces agents pathogènes n’est pas bien

connu, les études exploitées par Domineco et al (2005) ont mené à conclure que l’effet

antimicrobien des composés phénoliques est dû partiellement à une perturbation des

fractions lipidiques de la membrane plasmique des microorganismes, qui en résulte une

altération de la perméabilité de la membrane et la perte de ses organites intracellulaires.
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En plus, les composés phénoliques sont doués d'activités antimicrobiennes

importantes et diverses, probablement du à leurs diversités structurales (Domineco et al.,

2005). Les sites et le nombre des groupes hydroxyles sur les groupes phénoliques sont

supposés être reliés à leur relative toxicité envers les microorganismes, avec l’évidence que

le taux d’hydroxylation est directement proportionnel à la toxicité (Cowan, 1999). Il a été

aussi rapporté que plus les composés phénoliques sont oxydés et plus ils sont inhibiteurs

des microorganismes (Scalbert, 1991).De même, Les caractéristiques physicochimiques

des composés polyphénoliques (la solubilité dans l’eau et la lipophilie) peuvent influencer

cet effet antibactérien.





V. Matériels et Méthodes

V.1. Matériel végétal

V.1.1.Préparation du matériel végétale

V.1.1.1. Collecte des échantillons

Les feuilles d’Olea europaea

ferme Pilote Abderrahmane Mira (Tazmalt), wilaya de Bejaia

I.1.1.2. Séchage

Les feuilles d’O. europaea

autres particules indésirables),

ventilé et ombragé.

1.1.1.3. Broyage et tamisage

Les feuilles ont été broyées à l’aide d’un moulin à café électrique pour obtenir une

poudre dont la taille des particules est de 0,5 mm

sont conservées dans des bocaux en verre, fermés hermétiquement et stockés à l’abri de la

lumière.

Figure 05: Photographie des feuilles sèches

V.2. Produits chimiques et réactifs

Les réactifs chimiques utilisés dans cette étude sont

carbonate de sodium (Na

A
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éparation du matériel végétale

Collecte des échantillons

Olea europaea L ont été récoltées au début de mars 2014 dans la

Abderrahmane Mira (Tazmalt), wilaya de Bejaia (figure -A)

O. europaea L préalablement nettoyés (élimination la poussière et

autres particules indésirables), ont subit un séchage à l’air libre, dans un endroit sec,

Broyage et tamisage

Les feuilles ont été broyées à l’aide d’un moulin à café électrique pour obtenir une

poudre dont la taille des particules est de 0,5 mm (figure -B). Les poudres ainsi obtenues

sont conservées dans des bocaux en verre, fermés hermétiquement et stockés à l’abri de la

Photographie des feuilles sèches (A) et des feuilles après broyage

Produits chimiques et réactifs

Les réactifs chimiques utilisés dans cette étude sont : Éthanol,

carbonate de sodium (Na2CO3 à 7.5%), l'acide gallique, Ferricyanure de potassium

B

Matériel et méthodes

ont été récoltées au début de mars 2014 dans la

A).

L préalablement nettoyés (élimination la poussière et

ont subit un séchage à l’air libre, dans un endroit sec,

Les feuilles ont été broyées à l’aide d’un moulin à café électrique pour obtenir une

Les poudres ainsi obtenues

sont conservées dans des bocaux en verre, fermés hermétiquement et stockés à l’abri de la

et des feuilles après broyage (B).

thanol, Folin-Ciocalteu,

Ferricyanure de potassium

B
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(K3Fe(CN)6), Acide trichloracétique(TCA), Chlorure ferrique (FeCl3), Tampon phosphate

(0,2M, pH 7), Eau distillée, Eau physiologique, bouillon nutritif, Muller Hinton.

V.3. Matériel du laboratoire

Balance, Spectrophotomètre, Rotavapeur, Centrifugeuse, bain marie, Etuve, Bec

benzène, Agitateur, autoclavage, vortex.

V.4. Extraction des composés phénoliques

Au cours de ce travail, l’extraction solide/liquide a été choisie comme moyenne

pour la récupération des composés phénoliques à partir d’une matrice végétale constituée

de feuilles d’olivier broyées.

L’extraction des composés phénoliques est faite par macération selon la méthode

d’Oomah et al. (2006) par l’eau distillée et l’éthanol à une concentration de 70%.

 Principe

La macération est la méthode d’extraction solide-liquide la plus simple. Elle

consiste en la mise en contact du matériel végétal avec le solvant avec ou sans agitation, à

température ambiante ou à température élevée pour une durée déterminée. La macération

commence avec le choix d’un solvant d’extraction adéquat. Après une étape de diffusion

du solvant à l’intérieur des cellules végétales, le processus continue avec la solubilisation

de composés bioactifs qui vont migrer de la matrice végétale vers le solvant environnant

jusqu’à ce que l’équilibre de partage de concentration soit atteint (Llaneza Coalla et al.,

2009).

 Mode opératoire

4 g de poudre de feuilles d’olivier est additionné à 160 ml d’eau distillée ou de

l’éthanol 70%. Les mélanges sont soumis à une agitation magnétique pendant 2 h à

l’obscurité et à température ambiante, puis ils sont filtrés sur un papier filtre. Les filtrats

obtenus sont centrifugés, évaporés presque à sec au moyen d’un évaporateur rotatif, puis

séchés dans une étuve à une température de 40 à 45°C (figure 06).
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Figure 06: protocole d’extraction des polyphénols (Oomah et al., 2006).

Les extraits ont pesés et conservés à sec jusqu’à utilisation et le rendement

d’extraction de chaque extrait est calculé par la formule suivante :

Pf : Poids de l’extrait après (g).

Pi: Poids de l’échantillon initial(g).

V.5. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en composés phénoliques est estimée selon la méthode de Skerget et al. (2005).

 Principe

Le réactif Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique

(H3PW12O40) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo12O40). Il est réduit, lors de

l’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungstène (W8O23) et de

molybdène (Mo8O32).

Taux d’extraction (%)= [(Pf)/Pi]

4g de poudre des
feuilles d’olivier

4g de poudre des
feuilles d’olivier

Macération dans 160
ml d’eau distillée/2h

Macération dans 160
ml d’éthanol 70%/2h

Filtration

Centrifugation
4500 rpm

Evaporation au
Rotavapeur

Séchage à l’étuve
à 45°C



Matériel et méthodes

27

La coloration bleue est proportionnelle au taux de composés phénoliques présents

dans le milieu donne un maximum d’absorption à 760 nm (Ribéreau- Gayon, 1968).



Mode opératoire

Un volume de 500 μl des solutions d’extraits à différentes concentrations sont 

ajoutées à 2.5 ml de réactif de Folin-Ciolcalteu (10%). Après 15 min, 2 ml de carbonates

de sodium (7,5 %) sont additionnés. Le mélange est incubé à une température de 50˚C 

pendant 5 min, puis la lecture de l’absorbance est lue à 760 nm (figure 07).

Figure 07 : Protocole de dosage des phénols totaux solubles (Ŝkerget et al., 2005).

Les concentrations en composés phénoliques sont déterminées par référence à une

courbe d’étalonnage obtenue avec de l’acide gallique utilisé comme standard (Annexe V).

Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique (Eq AG) par g de matière

sèche (mg Eq AG/g d’échantillon).

V.6. Test du pouvoir antioxydant

 Réduction du fer : FRAP (ferric reducing antioxidant power)

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé à son pouvoir antioxydant. Cette

technique a été développée pour mesurer la capacité des extraits testés à réduire le fer

ferrique (Fe3+) présent dans le complexe K3Fe(CN) 6 en fer ferreux (Fe2+). En effet le Fe3+

participe à la formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. L’absorbance du

500 µL d’extrait

2.5 ml de réactif de Folin Ciocalteu

Après 15 min, 2ml de carbonate de sodium (Na2CO3 à 7.5%)

        Incubé à 50˚C pendant 5 min 

Mesurer l’absorbance à 760 nm
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milieu réactionnel est déterminée à 700 nm (Oyaizu, 1986). Une augmentation de

l’absorbance correspond à une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés

(Hubert, 2006).

 Mode opératoire

1ml de l’extrait à différentes concentrations (de 20 à 2000 mg/ml) est mélangé avec

1 ml d’une solution tampon phosphate (0,2 M, pH 6.6) et 1 ml d’une solution de

ferricyanure de potassium [K3Fe(CN)6] (1%). L’ensemble est incubé au bain marie à 50°C

pendant 20 min ensuite, 1 ml de TCA (10%) est additionné pour stopper la réaction. Les

tubes sont centrifugés à 300 rpm pendant 10 min. 1,5 ml de surnageant est combiné avec

1,5 ml d’eau distillée et 0,3 ml de FeCl3 (0,1%). la lecture de l’absorbance est lue à 700 nm

(figure 08).

Figure 08: Activité antioxydante de pouvoir réducteur (Oyaizu, 1986).

1 ml de solution

aqueuse de ferricyanure

de potassium

[ k3fe(CN6)] à 1%

1 ml de l’extrait

à différentes

concentrations

1 ml de tampon

phosphate à 0.2M,

PH 6.6

Mélange et incubation au bain

marie à 50˚C pendant 20 min

1ml de triachloroacétique (TCA à 10%)

Centrifugation à 300 rpm pendant 10 min

1.5 ml de surnageant 1.5 ml d’eau distillée
0.3 ml de chlorure

ferrique FeCl3

(0.1%, P/V)

Absorbance à 700 nm
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Le blanc contient tous les réactifs à l’exception de l’extrait à tester qui est

remplacé par un volume égal de méthanol (solvant de reconstitution). Le contrôle

positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; l’acide ascorbique

dont l’absorbance a été mesuré dans les mêmes conditions que les échantillons.

V.7. Test du pouvoir antibactérien

Pour une éventuelle activité antibactérienne des extraits des feuilles d’olivier

étudiés et afin de comparer entre l’aptitude de chaque extrait à inhiber certaines

bactéries pathogènes, la technique des disques en papier a été choisie pour évaluer

cette activité, cette méthode a l’avantage d’être d’une grande souplesse et de

s’appliquer sur un grand nombre d’espèces bactériennes.

V.7.1. Souches bactériennes

Le nombre de bactéries à tester est de 5. Les caractéristiques et l’origine des

souches sont citées dans le tableau V.

Tableau V : Description et origine des souches bactériennes.

Souches Origine Description

E.coli ATCC25922

Bactérie à Gram négatif (Kaper et al., 2004). de forme

non sporulée, de type aérobie facultative, sa longueur

varie de 2 à 6 μm, alors que sa largeur est de 1,1 à 1,5 

μm (Percival, 2004).

S.aureus ATCC25923

Des cocci Gram positif avec un diamètre de 0,5 à 1,5

μm, de forme non sporulée, elles sont habituellement 

non capsulée, ou possédant des capsules limitées, elles

sont anaérobies facultatives (Dworkin et Falkow,

2006).

S.typhi ATCC14028

Bacilles Gram négatifs, sans ramifications ni spores,

non capsulés, de 2 à 3 μm de long sur 0,5 μm de large 

(Pardon et Sanchis, 1988) sont anaérobies facultatifs

(Le minor ,1989).

B.subtilus ATCC6633

Bactérie a une forme de bâtonnet, de gram-positive

est aérobie (Kunst et al., 1999).

SARM ATCC43300

Des cocci Gram positif, d’environ 0,5 à 1 μm de 

diamètre (Dworkin et al., 2006).
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V.7.2. Evaluation de l’activité antibactérienne

 Principe

L’activité antibactérienne des extraits a été déterminée par la méthode de diffusion

en milieu gélosé.

 Description de la méthode

L’activité antibactérienne des extraits des feuilles d’olivier a été évaluée par la

méthode de diffusion sur disque décrite par Keskin et ces collaborateurs 2012.

Les souches bactériennes utilisées sont réactivées dans le Bouillon nutritif (BN) et

incubées pendant 24 heures à 37°C.

La suspension bactérienne a été préparée à partir des cultures jeunes de 18 à 24 h

repiquées au préalable par la méthode de la strie sur milieu Muller Hinton (MH).

Quelques colonies bien isolées (1 à 3 colonies) ont été prélevées à l’aide d’une anse de

platine et mises en suspension dans 9 ml d’eau physiologique stérile. Cette suspension

bactérienne est ajustée (ajout de la culture bactérienne ou ajout de l’eau physiologique)

jusqu’à l’obtention d’une densité optique de 0.08 à 0.10 à une longueur d’onde de 625 nm

(Bendahou et al., 2007).

Les extraits des feuilles d’olivier (éthanolique et aqueux) ont été dissous dans l’eau

distillé stérile pour préparer les différentes concentrations avec trois dilutions successives

au demi (1/2 ,1/4 ,1/8). Sachant que la concentration de la solution mère de chaque extrait

est de 400 mg/ml.

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites Pétri, on a trempé un

écouvillon dans la suspension et on a étalé la surface entière de la gélose (MH) à trois

reprises, en tournant la boite à environ 60° après chaque application dont le but d’avoir une

distribution égale de l’inoculum. Enfin, on a écouvillonné partout autour du bord de la

surface de la gélose.

Les disques stériles imprégnés des concentrations croissantes d’extraits, ont été

déposés stérilement à l’aide d’une pince sur la surface de la gélose.
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Des témoins imbibés seulement par l’eau distillée stérile ont été réalisés. Les boites

ont été incubées à 37 °C pendant 18 à 24 h.

L’activité antibactérienne a été déterminée en mesurant le diamètre de la zone

d’inhibition, déterminé par les différentes concentrations des deux extraits autour des

disques. Tous les tests ont été répétés deux fois.





VI. Résultats et Discussion

VI.1. Extraction des polyphénols

Il y a beaucoup de démarches pour obtenir

plantes telles que le broyage, l'homogénéisation et l'extraction. Parmi ces étapes,

l'extraction est l'étape principale pour la récupération et l'isolement des composés

phytochimiques à partir de matières végétales.

Le choix du solvant

matériel végétal, dépend de la nature et du type de ces composés. Généralement les

solvants organiques sont les plus utilisés pour l’extraction des différents constituants des

plantes (Velickovic et al., 2006)

Les extraits éthanolique et aqueux

pesés pour déterminer le poids sec résultant. Le rendement

pourcentage (figure 09).

Figure

Le rendement d’extraction obtenu dans l’extrait éthanolique

celui obtenu par EL Kateb

Pareillement pour l’extrait aqueux

à celui obtenu par Sheikh et Gabr.

différence de la période de récolte et la méthode d’extraction.
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Résultats et Discussion

Extraction des polyphénols : rendement en extrait sec

Il y a beaucoup de démarches pour obtenir les composés phytochimiques de

broyage, l'homogénéisation et l'extraction. Parmi ces étapes,

l'extraction est l'étape principale pour la récupération et l'isolement des composés

phytochimiques à partir de matières végétales.

Le choix du solvant pour l’extraction des composés phénoliques, à partir du

matériel végétal, dépend de la nature et du type de ces composés. Généralement les

solvants organiques sont les plus utilisés pour l’extraction des différents constituants des

, 2006).

Les extraits éthanolique et aqueux récupérés après évaporation à l’étuve

pesés pour déterminer le poids sec résultant. Le rendement en extrait sec est

Figure 09: Rendement en extraits sec.

Le rendement d’extraction obtenu dans l’extrait éthanolique (40%)

EL Kateb et al. (2015) (43,7%) pour la même espèce végétal

l’extrait aqueux ; le rendement trouvé (26.25) est nettement supérieur

Sheikh et Gabr. (2016) qui est de 17.8 %. Ceci peut être expliqué par la

différence de la période de récolte et la méthode d’extraction.

éthanolique aqueux

Les extraits

éthanolique

aqueux

Résultats et discussion

phytochimiques des

broyage, l'homogénéisation et l'extraction. Parmi ces étapes,

l'extraction est l'étape principale pour la récupération et l'isolement des composés

pour l’extraction des composés phénoliques, à partir du

matériel végétal, dépend de la nature et du type de ces composés. Généralement les

solvants organiques sont les plus utilisés pour l’extraction des différents constituants des

évaporation à l’étuve ont été

en extrait sec est exprimé en

(40%) est proche à

même espèce végétale.

est nettement supérieur

%. Ceci peut être expliqué par la

éthanolique



Les différences observées entre l’éthanol

d’extraction pour ces deux solvants. Le solvant utilisé

principaux facteurs affectant la quantité et le taux des polyphénols dans ce dernier

et al., 2015). La polarité du solvant participe à l’augmentation de la solubilité des

composés phénoliques (Mekinic et

Il est difficile de comparer

d’extraction est affectée par

granulométrie, la température, le temps de macération, le nombre des étapes d’extraction

ainsi que la présence de substances interférentes

Meizoso et al., 2006 ; Diem Do et

VI.2. Dosage des phénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux des différents extraits a été

réalisée selon la méthode utilisant le réactif de Folin

colorimétrique est la technique la plus utilisée quantitative et rapide pour la détermination

du nombre total de composés phénoliques polaire

2015).

Les teneurs en composés phénoliques totaux

sont illustrées dans la figure

Figure 10:
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Les différences observées entre l’éthanol-eau et eau traduisent une sélectivité

d’extraction pour ces deux solvants. Le solvant utilisé est en effet reconnu comme des

principaux facteurs affectant la quantité et le taux des polyphénols dans ce dernier

La polarité du solvant participe à l’augmentation de la solubilité des

Mekinic et al., 2014).

comparer les résultats avec ceux de la bibliographie,

affectée par d’autres facteurs : le procédé d'extraction utilisé, la

température, le temps de macération, le nombre des étapes d’extraction

ainsi que la présence de substances interférentes (Naczk et Shahidi, 2004

Diem Do et al., 2014).

Dosage des phénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux des différents extraits a été

réalisée selon la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Le dosage Folin

technique la plus utilisée quantitative et rapide pour la détermination

du nombre total de composés phénoliques polaires dans des feuilles d'olivier

en composés phénoliques totaux dans les extraits de

figure 10.

: Teneur en polyphénols totaux.

éthanolique aqueux

Les extraits

éthanolique

aqueux
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eau et eau traduisent une sélectivité

est en effet reconnu comme des

principaux facteurs affectant la quantité et le taux des polyphénols dans ce dernier (Abaza

La polarité du solvant participe à l’augmentation de la solubilité des

bibliographie, le rendement

e procédé d'extraction utilisé, la

température, le temps de macération, le nombre des étapes d’extraction

(Naczk et Shahidi, 2004 ; Rodriguez

La détermination de la teneur en polyphénols totaux des différents extraits a été

Le dosage Folin-Ciocalteu

technique la plus utilisée quantitative et rapide pour la détermination

s dans des feuilles d'olivier (Abaza et al.,

dans les extraits des feuilles d’olivier
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Les teneurs en phénols totaux varient de 143,89 mg Eq AG/g d’échantillon (extrait

aqueux) à 208,28 mg Eq AG/g d’échantillon (extrait éthanolique 70 %). Nos résultats sont

supérieurs à ceux rapporté par Abaza et al. (2011), ils rapportent des teneurs varient de

9,07 mg Eq AG /g à 13,68 mg Eq AG/g pour les divers extraits de feuilles d’O.europaea

L.

La teneur la plus importante de polyphénols totaux est retrouvée dans l’extrait

éthanolique. Nos données analytiques pour les feuilles d’O.europaea L s’accordent avec

les travaux de Mekinić et ses collègues (2014), où les teneures en phénols totaux sont plus 

élevées dans l’extrait éthanolique.

Le dosage réalisé dans notre étude confirme la présence des composés

phénoliques. La mise en évidence de divers classes de composés phénoliques est en accord

avec les données de nombreux auteurs (Martin Garcia et al., 2003 ; Furneri et al., 2004 ;

Keskın et al., 2012).

VI.3. Réduction du fer : FRAP (Ferric Reducing Antioxydant power)

Cette méthode est basée sur la capacité des polyphénols à réduire le fer ferrique

Fe3+ en fer ferreux Fe2+. La puissance de réduction est l’un des mécanismes antioxydants.

Nos résultats (figure11) montrent que tous les extraits issus des feuilles

d’O.europaea L manifestent un pouvoir réducteur inférieur à celui de l’acide ascorbique

pris comme témoin dans une concentration de 100 mg/ml.



Figure 11: Pouvoir réducteur

Comparativement à l’extrait aqueux, le pouvoir réducteur des extraits est augmenté

par la présence de l’éthanol dans le solvant.

observations de Siddhuraju et Becker, (2003).

En plus, les extraits

pouvoir réducteur de fer ferreux avec l’élévation de

notons par contre une augmentation progressive du

aqueux. Des observations similaires sont notées par
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ouvoir réducteur de l’acide ascorbique (A) et de deux extraits (

Comparativement à l’extrait aqueux, le pouvoir réducteur des extraits est augmenté

par la présence de l’éthanol dans le solvant. Cette hypothèse est en accord avec les

Siddhuraju et Becker, (2003).

les extraits éthanoliques 70% manifestent une augmentation brusque de

pouvoir réducteur de fer ferreux avec l’élévation de la concentration de l’

une augmentation progressive du pouvoir réducteur pour l’extrait

Des observations similaires sont notées par Goldsmith et al

de deux variétés Corregiola et Frantoio de feuilles d’olivier

réducteurs supérieurs à celui des extraits aqueux.

Cette différence d’activité antioxydante des composés phénoliques

quantité de molécules spécifiques présentes dans la matrice, de facteur structural, tel que

des groupements hydroxyles dans la molécule (
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) et de deux extraits (B).

Comparativement à l’extrait aqueux, le pouvoir réducteur des extraits est augmenté

Cette hypothèse est en accord avec les

70% manifestent une augmentation brusque de

la concentration de l’extrait. Nous

pouvoir réducteur pour l’extrait

al. (2015) pour les

de feuilles d’olivier,

phénoliques dépend de la

, de facteur structural, tel que

(Xie et al ; 2015).
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VI.4. Activité antibactérienne

Nous avons étudié le pouvoir antimicrobien des extraits de feuilles d’O.europaea L

par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide, Mueller-Hinton .Cette

méthode est intensivement employée pour étudier l’activité antibactérienne des substances

naturelles et les extraits de plantes. (Gülçin et al., 2004).

La taille de l’inoculum est un paramètre déterminant de la fiabilité et de la

reproductibilité du résultat. Un inoculum trop dense peut masquer un effet antibactérien et

conduire à des résultats faussement négatifs. Un inoculum trop faible peut être à l’origine

de tapis irrégulier rendant la lecture ambigüe et peut mener à des résultats faussement

positifs. Nous avons donc choisi un inoculum d’environ 108 bactéries/ml, cette charge nous

a permis d’avoir un tapis de colonies suffisamment denses.

L’activité antimicrobienne des extraits a été estimée en termes de diamètre des

zones d'inhibition autour des disques contenant les extraits à tester. Leurs valeurs obtenues

sont données dans, le tableau V et leurs aspects sont montrés dans la figure 12.

Tableau V: Activité antibactérienne des extraits d’O.europaea L.

Φ (mm)

Extrait éthanolique Extrait aqueux

Concentration

(mg/ ml)

Souches
400 200 100 50 400 200 100 50

B.subtilus 21 0 170.7 161.4 151.4 150.7 130.7 91.4 110

SARM 19 1.4 17 0.7 15 1.4 14 1.4 15 1.4 12 0.7 8 0 -

S.aureus 19 0 16 0.7 13 0 11 0 11 0.7 11 0 7 0 -

E.coli - - - - - - - -

S.typhi - - - - - - - -

Φ zone d’inhibition. Le diamètre (6 mm) du disque est inclus dans les calculs.

Les valeurs indiquées sont des moyennes de deux mesures (Moyenne ± écart type). - pas d’activité.

L’analyse des données expérimentales consignées dans le tableau V traduit une

activité antibactérienne des extraits testés vis-à-vis les souches bactériennes Gram positif



SARM, S.aureus et B.subtilus

sensible à l’extrait éthanolique avec une zone d’inhibition de 21 mm à une concentration

de 400 mg/ml. Pour chacune des souches, le diamètre des zones d’inhibition augmente

relativement avec l’augmentation de la dose de l’extrai

d’inhibition varient entre (21

7) mm pour S.aureus (figure 12

La sensibilité de

antibactérienne des extraits testés d’

antibactérienne de ces derniers

et al., 2007; Aliabadi et

2014 ; Gumgumjee et Hajar

En outre, nous avons eu la résistance des souches Gram négatif

Cette insensibilité pourrait être

membrane externe (Malik, 2015)

E.Eth : extrait éthanolique, EAq
4 :50mg/ml; T : témoin négatif.

Figure 12 : Photos représentatives
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B.subtilus. Ainsi, La souche B.subtilus se présente comme la plu

sensible à l’extrait éthanolique avec une zone d’inhibition de 21 mm à une concentration

Pour chacune des souches, le diamètre des zones d’inhibition augmente

relativement avec l’augmentation de la dose de l’extrait utilisé, dont les diamèt

d’inhibition varient entre (21-11) mm pour B.subtilus, de (19-8) mm pour

igure 12).

B.subtilus, de SARM et de S.aureus

antibactérienne des extraits testés d’O. europaea L. L’expression d’une telle activité

de ces derniers s’accorde avec les données de nombreux auteurs

., 2007; Aliabadi et al., 2012 ; Keskın et al., 2012 ;

Gumgumjee et Hajar , 2014).

, nous avons eu la résistance des souches Gram négatif E.coli

Cette insensibilité pourrait être expliquée par la présence des lipopolysaccharide

(Malik, 2015).

EAq : extrait aqueux. ; 1 : 400mg/ml ; 2 : 200mg/ml

Photos représentatives des zones d’inhibition obtenues vis

sensibles.
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se présente comme la plus

sensible à l’extrait éthanolique avec une zone d’inhibition de 21 mm à une concentration

Pour chacune des souches, le diamètre des zones d’inhibition augmente

, dont les diamètres

8) mm pour SARM et de (19-

S.aureus traduit l’action

ession d’une telle activité

s’accorde avec les données de nombreux auteurs (Pereira

Gökmen et al.,

E.coli et S.typhi ;

lipopolysaccharides dans leur

200mg/ml ; 3 : 100mg/ml ;

zones d’inhibition obtenues vis-à-vis des souches
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De plus, l’analyse du pouvoir antibactérien à révélé également une variation selon

la nature de l’extrait utilisé. En effet, l’extrait éthanolique affiche l’effet inhibiteur le plus

marqué vis-à-vis B.subtilus, S. aureus et SARM avec des zones d’inhibition allant de 15 à

21mm. Une telle sensibilité variable a été révélée par Khattab et ses collègues (2015) vis-à-

vis des souches bactériennes : Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, E.coli,

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp et Candida spp.

Nous notons également que l’activité antibactérienne de nos extraits est d’autant

plus prononcée que leurs teneurs en composés phénoliques est plus élevées. En fait, de

nombreux auteurs attribuent ce potentiel bioactif des feuilles d’O.europaea L aux

composés phénoliques (Khattab et al., 2015).

La toxicité des composés phénoliques vis-à-vis des microorganismes peut être du

aux dommages au niveau de la membrane des cellules bactériennes (Javen et al, 1972),

inhibition du métabolisme bactérien, la chélation des ions métalliques, la séquestration des

substances nécessaires à la croissance des bactéries et les interactions avec les protéines

des parois cellulaires ou les enzymes (Cowan, 1999).

La nature des composés phénoliques présents dans les extraits pourraient également

influencer l’activité antibactérienne de ces derniers (Khattab et al., 2015). Nous rappelons

que les feuilles d’O.europaea contient les alcools phénoliques, comme l’hydroxytyrosol et

tyrosol, les dérivés de l’acide hydroxycinnamique comme verbascoside et l’acides caféique

et secoiridoides comme l’oleuropéine ; composés phénoliques ayant des propriétés

antimicrobiennes connus (Ilias et al., 2011) et leur présence pourraient expliquer l’activité

antimicrobienne observée.

Il difficile de comparer nos données à celle de la bibliographie. L’activité

antibactérienne des substances végétales peuvent dépendre de plusieurs autres facteurs

dont le mode d’extraction et la concentration en principe actif (Erdohan et Turhan,

2011).

Ces résultats témoignent de l’efficacité des extraits d’O.europaea , qui est

probablement due à leur richesse en composés phénolique.
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Conclusion

Les plantes restent toujours une source de principes actifs connus pour leurs

propriétés thérapeutiques et phytosanitaires . Le présent travail à porté sur l’évaluation du

pouvoir antibactérien et antioxydant des extraits aqueux et éthanolique des feuilles d’Olea

europaea L.

La prédominance du rendement en termes d’extrait brut est enregistrée dans

l’extrait éthanolique (40%) par rapport à celui de l’extrait aqueux (26.25%).

L’évaluation du contenu en phénols totaux du substrat végétal utilisé montre que

leurs teneurs varient en fonction du solvant utilisé (de 143,89 à 208,28 mg Eq AG/g

d’échantillon) avec une présence en quantité appréciable dans l’extrait éthanolique 70%.

Dans la deuxième partie, nous somme intéressé par l’étude des propriétés

antibactériennes et antioxydantes de nos extraits bruts. Les résultats de l’activité

antibactérienne enregistrés de cette étude révèlent la sensibilité variable des agents

pathogènes aux extraits testés. L’effet le plus prononcé est observé avec l’extrait

éthanolique vis-à-vis des souches Gram positif B.subtilus, S.aureus et SARM.

De même, cet extrait brut éthanolique des feuilles se caractérise par un fort pouvoir

antioxydant de la réduction de fer, qui est supérieur à l’extrait aqueux et inférieur à

l’acide ascorbique à 100 mg/ml.

Les résultats obtenus sont encourageants pour l’utilisation des feuilles d’olivier

comme une source potentielle de molécules bioactives en thérapeutique. La recherche de

nouvelles substances bioactives mérite également une investigation pour une valorisation

optimale de cette plante.

En perspective, il est nécessaire de poursuivre et approfondir ce modeste travail de

recherche par :

 Fractionnement et isolement des fractions bioactives.

 Identification et caractérisation approfondie des fractions bioactives isolées

 Approfondir le potentiel bioactif de cette plante.
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Annexe I:Principales utilisations d’O.europaea L en médecine traditionnelle (Ross, 2005).

Organe Propriétés/Utilisations
traditionnelles

Préparation et/ou mode
d’administration

pays

Feuilles

Hypertension, laxative Décoction Orale Iran

Hypertension, diurétique,
hyperglycémie

Orale Brazil

Traitement des dysenteries
gastro-intestinales, diabète,
analgésique

Orale Espegne

Hypotensive, inflammatoire Infusion (Fe/ sèches) Italie

Traitement des hémorroïdes

Antiulcéreux

Rectale, en association avec les
feuilles de thé Foeniculum
vulgare , Cataplasme

Iles de
canari
Oman

Constipation, les douleurs du
foie, oblitérations intestinales,
tonique

Usage interne Maroc

Les formes légères de diabète,
hypotensive Orale Tunisie

Fruit

Cholagogue, diurétique,
hypotensive laxative, traitement
des lithiases rénale et des
obstructions intestinales

Usage externe

Oman
Italy

Adoucir les membres des
écorchures irritées, rhumatisme

Fruit

Graine

Les foulures ou les entorses au
pied Usage externe, poudre Turquie

Iran
Otalgie, Emollient, adoucissant,
prophylaxie pour les irritations
causées par le bronzage et les

Huiles, Usage externe



Annexe II: Principales classes des composés antimicrobiens des végétaux.

Classe Sous classe Exemple Mécanisme

Phénoliques

Phénols
simples

Catéchol
Epicatéchine

-Privation de Substrat.
-Perturbation de la membrane.

Quinones Hypericine -Complexation avec la paroi
cellulaire
-Inactivation les enzymes.

Flavonoïdes
Chrycine -Liaison aux adhésines.

Flavones
Abyssinone

-Complexation avec paroi
cellulaire,
-Inhibition transcriptase inverse
du VIH.

Tanins ellagitanins
-Liaison aux protéines,
-Inhibition de l'enzyme,
-Complexation aux ions de
métaux.

Coumarines Warfarine
-Interaction avec l'ADN
eucaryote (Activité
antivirale).

Terpènes,
Huiles essentielles

Capsaïcine -Perturbation de la membrane.

Alcaloïdes Berbérine -Intercalation dans la paroi
cellulaire et / ou de l'ADN.

Lectines
Polypeptides

Agglutinine -Blocage la fusion ou
l’adsorption virale
-Formation ponts disulfure



Annexe III : Préparation des solutions pour l’analyse biochimique.

 Ethanol 70%

Ethanol ……………………………………………………………….70ml

Eau distillée…………………………………………………………...30ml

 Eau physiologique

Chlorure de sodium…………………………………………………….....9g

Eau distillée….. .................................................................................... 1000ml

Stérilisation par autoclavage à 120°C pendant 20 min.

 Folin Ciocalteu

Folin Ciocalteu………………………………………………………..1ml

Eau distillée…………………………………………………………..9ml

 Carbonate de sodium

Carbonate de sodium…………………………………………………7.5g

Eau distillée…………………………………………………………..100ml

 Solution aqueuse de ferricyanure de potassium

Ferricyanure de potassium……………………………………………..1g

Eau distillée……………………………………………………………..100ml

 Acide trichloracétique

Trichloracétique ……………………………………………………….10g

Eau distillée…………………………………………………………….100ml

 Chlorure ferrique

Chlorure ferrique……………………………………………………….0.1g

Eau distillée…………………………………………………………….100ml

 Tampon phosphate

Na2HPO4 ……………………………………………………………...3.58g

Eau distillée …………………………………………………………....50ml

NaH2PO4 …………………………………………………………......10.8g

Eau distillée …………………………………………………………..50ml



Annexe IV : Composition des milieux de culture.

Gélose Mueller-Hinton

Infusion de viande de bœuf…………………………………………… 3000cm3

Peptone de caséine…………………………………………………….. 17.5g

Amidon de mais……………………………………………………….. 1.5g

Agar……………………………………………………………………. 17g

Eau distillée….. ....................................................................................... 1000ml

Stérilisation par autoclavage à 120°C pendant 20 min.

 Bouillon nutritif (pH 7,2)

Peptone………………………………………………………………... 5 g

Extrait de viande ……………………………………………………… 1g

Extrait de levure………………………………………………………. 2g

Chlorure de sodium…………………………………………………… 5g

Eau distillée….. ..................................................................................... 1000ml

Stérilisation par autoclavage à 120°C pendant 20 min.



Annexe V : Courbe d’étalonnage

y = 11,99x
R² = 0,995
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Résumé :

Olea europaea L est une plante largement utilisée dans la pharmacopée, pour le traitement de

diverses affections ou maladies de l’homme (Eczéma, Diabète) et la protection phytosanitaire

(traitement pesticides).Elle est utilisé en Algérie comme hypotensive et diurétique.

La première partie de cette étude concerne l’extraction et quantification des composés phénoliques.

La deuxième partie porte sur l’étude des activités biologiques. Les résultats obtenus montrent la

richesse des extraits en polyphénols avec des teneurs de 143 ,89 à 208,28 mg Eq AG/g

d’échantillon ; la teneur élevée à été obtenu par l’éthanol (70%).Le test de l’activité antioxydante

montre que tous les extraits présentent des propriétés antioxydantes ; l’extrait éthanolique (70%)

possède une meilleure capacité réductrice. Les extraits aqueux et éthanolique du substrat utilisé

sont montrés son activité antibactérienne contre les bactéries Gram positif et cette inhibition varie

selon la souche testée et la nature d’extrait utilisé.

Mots clés : Olea europaea L, polyphénols, activité antioxydante, activité antibactérienne, extrait.

Summary :

Olea europaea L is a plant widely used in pharmacopoeia, for the treatment of various conditions

or diseases of humans (eczema and diabetes) and plant protection (pesticide treatment). It is used in

Algeria as hypertensive and diuretic.

The first part of this study concerning the extraction and quantification of compound phenolic. The

second part focuses on the study on the biological activities. Results show the richness of

polyphenols that assayed extract from 143,89 to 208,28 mg Eq AG/g sample; the height content

was obtained by ethanol (70%) antioxidant activity test show that all extracts exhibit antioxidant

properties; the ethanolic extracts (70% ) has a better reductive capacity. The ethanolic and aqueous

extracts of the substrate used. Are shown antibacterial activity against bacteria Gram positive

and this inhibition varies depending to the tested bacteria and the nature of the extract used.

Keywords: Olea europaea L, polyphenols, antioxidant activity, antibacterial activity , extract.

  :ملخص

Olea europaea L و)يكزیما و مرض السكرالإ(مراض مختلفة للإنسان أالصیدلة وذلك لعلاج في میداننبتة تستعمل كثیرا

.مدر للبولو مخفض للضغط الدموي ر كتستعمل في الجزائ).مبیدات الحشرات(في حمایة النبات 

.نشطة البیولوجیةولیة و الجزء الثاني ندرس فیھ الأینه الدراسة یتعلق باستخلاص و تقدیر المركبات الفذن ھول مجزء الأال

 تم ;من المادة AG/gمع ما یعادل208,28و 143,89بمقادیر تتراوح بین ولیةینالفالنتائج تظھر غنى النبتة بالمستخلصات

).70%(ثانولمن قبل الإعلى نسبة أالحصول على 

ظھرت المستخلصات أ.رجاع عالیة یحتوي على خاصیة الإ)70%(ثانولالإن مستخلصأكسدة یظھر لأاختبار مضاد ا

ا یختلف تبعا للبكتیریا المختبرة و طبیعة المستخلص وھذغرامالجابیة إیلبكتیریا نشاطھا المضاد له النبتةذثانولیة والمائیة لھالإ

.المستخدم

Lالكلمات المفتاحیة :Olea europaea,مستخلص ,مضاد البكتیریا,كسدةالأمضاد,البولیفنول.
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