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Introduction

L’ Algérie fait partie des principaux pays méditerranéens producteurs d’huile d’olive,
elle se positionne apres I’Espagne, I’Italie, la Gréce et la Tunisie (Tsagaraki et al, 2007).

L’industrie oléicole génére en plus de I’huile d’olive d’autres produits ou sous-
produits ; un rejet solide connu sous le nom « grignon » et un autre liquide connu sous le nom
« margine ».

On note aussi parmi les sous-produits les feuilles perdues durant la
récolte (traditionnelle ou moderne). Les feuilles sont connues pour leur richesse en composés
phénoliques qui ne cessent de prendre de I’importance grace a leurs vertus sur la santé, leurs
pouvoirs antioxydants, leurs pouvoirs antimicrobiens ainsi que leur utilité cosmétique. (Hana
F, 2009.)

Pour ce qui est de I’industrie agroalimentaire : les préoccupations de securité
alimentaire prennent aujourd’hui une place importante, a I'échelle mondiale. Certes, la qualité
sanitaire des aliments est aujourd'hui satisfaisante et meilleure que dans le passé, mais les
crises récentes liées a lI'alimentation ont montré la difficulté de maitriser certains risques liés
aux entérobactéries. (Hana F, 2009).

En dépit des améliorations modernes dans le secteur d’hygiéne et les techniques de
production des aliments, les industriels sont encore en face des pertes économiques
importantes. Ces pertes sont beaucoup plus importantes pour les produits ayant une sensibilité
particuliére aux enzymes (oxydation des lipides) et aux micro-organismes. Par conséquent, il
y a encore le besoin de création de nouvelles méthodes pour la réduction ou 1’élimination des
germes pathogenes. (Hana F, 2009).

Ces dernieres années, des agents antimicrobiens et antioxydants naturels extraits a
partir de plantes sont de préférence employés dans les produits agroalimentaire a cause de
leurs effets sur la santé et leurs sécurité comparés avec ceux des conservateurs synthétiques.
reference Les risques pour la santé associés aux conservateurs synthétiques ont incité a établir
des reglements stricts pour leurs utilisations dans les produits alimentaires et par conséquent,
le développement d’utilisation des agents antimicrobiens naturels et antioxydants extraits de
plantes présente une alternative qui ne cesse de se manifester : C’est dans ce cadre que s’est
inscrite notre étude.

Notre étude s’est structurée et s’est articulé autour de 2 grandes parties :

[/
N

C Dans un premier temps une recherche bibliographique portant sur
I’importance de I’olivier et des composés phénoliques.

|
R

C Dans un deuxiéme temps la partie expérimentale qui consiste en une
caractérisation biochimique des feuilles d’oliviers issus de la région et un test
du pouvoir antioxydant des phénols totaux. Par la suite nous avons testé leur
pouvoir antimicrobien sur des bactéries qui sont pathogénes pour I’homme soit
directement soit indirectement via 1I’alimentation.
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Partie 1.

Chap. I. Généralités sur [’olivier
1. Historique et répartition géographique

L'oléiculture remonte a I'invention de I'agriculture. Les premiers cultivateurs du néolit
hiques étaient cueilleurs dufruit de lI'oléastre, I'olivier sauvage. Cette plante est, a I'état naturel,

originaire du Bassin méditerranéen. Le fruit était consommé tel quel et en huile.

A I'époque, c'était la seule matiére grasse que I'on pouvaittransporter sur de longues di
stances. Les peuples marchands (Phéniciens, Grecs...) seront de grandspropagateurs de la cult
ure de l'olivier. A I'époque de Rome, I'arbre est cultivé sur tout le pourtour de laMéditerranée,
en Mésopotamie et sur les rives de la mer Noire.Pendant des millénaires, la culture est mainte
nue et le commerce en est florissant. C'est a I'avenement del'économie anglosaxonne venue de
pays utilisant le beurre, que le marché de I'huile d'olive commence a décliner.( Frederic P et
al, 2010)

2. Production des olives

2.1. Dans le monde

Il se récolte 3.269.249 tonnes d'olives chaque année, dont 750 000 tonnes comme
olives "de table™ a manger, et le reste pour faire de I'huile d'olive (Niaounakis, 2006). En 50
ans, la production et la consommation mondiales d’huile d’olive ont triplé, passant de 1 a 3
millions de tonnes. L’Europe est un acteur important de ce marché avec 1’Espagne, premier
producteur mondial, et la Grece, premier pays consommateur. Face a la baisse de la
production européenne, due aux mauvaises conditions climatiques (sécheresse de 1’été et

douceur de I’hiver), la Tunisie est devenue le premier exportateur mondial en

2015(COl,2016).
Tableaul. Production mondiale d’olive

Principaux pays producteurs
Année 2003  Production Superficie cultivée Rendement

(en tonnes) (en hectares) (q/Ha)
Monde 17 317 089 8 597 064 20,1
1. Espagne 6 160 100 2 400 000 257
2. ltalie 31439 830 1140 685 2756
3. Gréce 2400 000 765 000 4
4. Turquie 1800 000 594 000 30,3
5. Syrie 998 988 498 981 20,0
6. Tunisie 500 000 1500 000 3.3
1. Maroc 470 000 550 000 8,5
8. Egypte 318 339 49 888 63,8
9. Algérie 300 000 178 000 16,9



https://fracademic.com/dic.nsf/frwiki/1258308
https://fracademic.com/dic.nsf/frwiki/1323081
https://fracademic.com/dic.nsf/frwiki/730894
https://fracademic.com/dic.nsf/frwiki/580010
https://fracademic.com/dic.nsf/frwiki/1209741
https://fracademic.com/dic.nsf/frwiki/1151525
https://fracademic.com/dic.nsf/frwiki/1149267
https://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Frederic+P.+Miller%22&source=gbs_metadata_r&cad=2
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Figure 1. Répartition de la production de I’huile d’olive dans le monde (FAO,2016)

2.2. En Algérie

Durant les 30 ans qui ont suivi lI'indépendance, I'oléiculture fut abandonnée et le paysan
livré & lui-méme. Malgré une prise de conscience salvatrice, quoique tardive, I'évolution des
plantations est insignifiante

La production a été de 2.928.812 gx d'olive de table, de 3.915.794 gx d'olive a huile,
la production d'huile avait atteint 685.215 hl en 2017. Etalée sur une superficie globale de
432.916 hectares comprenant 60.969.641 d'arbres, dont 36.117.825 oliviers en production, la
filiere oléicole avait enregistré en 2017 un rendement de 19 kg/arbre et 17,5 litres/gl. (APS,

2017)

Tableau 2. Les wilayas potentielles productrices d'olives pOour I'année 2017

Les wilayas Production (gx)
Mascara 800.000
Tlemcen 730.000
Bejaia 600.551

Source : APS
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2.3. A Laghouat

La wilaya de Laghouat a, dans le souci de diversifier sa production agricole et
contribuer au développement économique local et national, lancé d'autres expériences
agricoles, a l'instar de I'oléiculture qui, bien qu'entamée timidement, a connu ces dernieres

années plusieurs extensions de ses surfaces.

Les expériences d'oléiculture, faites au début a petite échelle a des fins de lutte contre
la désertification et avec des recoltes modestes, se sont multiplié donnant lieu a des
productions, au titre de la saison 2010-2011, de plus de 20.000 quintaux d'olives sur une
surface oléicole de 832 ha parmi une superficie globale de plus de 1.525 ha plantés en oliviers

a travers la wilaya de Laghouat.

Les services de l'agriculture et des foréts a vise, a la faveur du programme quinquennal
de développements 2010-2014, d'étendre la surface oléicole a plus de 25.000 autres hectares
répartis a travers les différentes communes de la wilaya. La DSA s'emploie, dans le cadre de
la mise en ceuvre de la stratégie nationale de développement de cette filiere a travers le pays, a
I'intensification des campagnes de sensibilisation en vue d'améliorer les rendements et la

productivité et d'attirer de nouveaux investissements. (EI mouwatin, 2012)
2. Caractéristiques de ’olivier

L’olivier est un arbre polymorphe, de taille moyenne. Trés rameux, au tronc noueux,
au bois dur et dense, a I'écorce brune crevassée, il peut atteindre quinze a vingt métres de
hauteur, et vivre trés longtemps. Il s’adapte aux conditions extrémes de I'environnement, mais

exige une intensité lumineuse importante et un sol aéré (Ghedira, 2008).

L’olivier, arbre typiquement méditerranéen, se caractérise par un fruit, I’olive, dont
I’huile est un composant essentiel du régime méditerranéen. Riche en acides gras insaturés, en
vitamine E et en polyphénols (notamment en hydroxytyrosol), I’huile d’olive présente
essentiellement des propriétés antioxydantes, antihypertensives, antiagrégantes plaquettaires

responsables d’effets préventifs des maladies cardiovasculaires (Ghedira, 2008).
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Figure 2. Aspect générale de I'olivier (Anonyme, 1897).

La consommation réguliere de cette huile a des effets bénéfiques dans certains
troubles de 1’appareil digestif et hépatobiliaire, dans ’ostéoporose, dans la prévention du
vieillissement et dans le renforcement du systéme immunitaire. L’huile d’olive exerce un effet

protecteur vis a vis de certaines tumeurs malignes et diminue 1’incidence de certains types de

cancer (Ghedira, 2008).
3. Botanique

3.1. Description du végétal
L’olivier est toujours vert, se dimensions et ses formes varient avec les conditions
climatiques, 1’exposition, la fertilité¢ du sol, les variétés mais si on le laisse végéter seul il
prend couramment une forme pyramidale, peut atteindre 12 a 15 meétres de hauteur et son

tronc se maintient le plus souvent élancé (Maillard, 1975) de bas en haut, I’olivier se présente

ainsi :
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Figure 3. Arbre de I’olivier (Anonyme, 2010).

3.1.1. Les feuilles

Persistantes, opposées, coriaces, ovales oblongues, a entiéres et un peu enroulés,
portées par un court pétiole ; elles sont vert grisatres, a vert sombre dessous blanchatres et a
une seule nervure dessous. Trés souvent, elles contiennent des matieres grasses, des cires, des
chlorophylles, des acides (gallique et malique), des gommes et des fibres végétales
(Amouretti,1985).

Figure 4. Les feuilles de I’olivier (Anonyme, 2017).
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3.1.2. Les fleurs

Elles sont gamopétales, trés petites, d’un blanc tirant vers le vert, réuni en grappes
auxiliaires inversés de chaque c6té a base de chaque pédoncule (Amouretti, 1985). La formule
florale est de 4 sépales incomplétement soudés ; 4pétales linéaires ; landrocée a 2carpelles
concrescents en un ovaire a 2loges — 2 ovules (Roque, 1959).

Figure 5. Les fleurs d’olivier (Anonyme, 2007).

3.1.3. Systéme racinaire

Il s’adapte a la structure des sols et n’émet des racines profondes que si les
conditions d’alimentation sont difficiles. Il reste généralement, a une profondeur de 50 a 70
cm. Ce systeme radiculaire de I’olivier forme sous le tronc une souche ligneuse trés
importante dans laquelle s’accumulent des réserves, surtout si les conditions de son

alimentation sont difficiles, cette souche est appelée la matte.
3.1.4. Le fruit

La période de la mise a fruit s’installe d’octobre a novembre ; les fruits sont ovoides
gros (1.5 a 2cm), longtemps verts, puis noire a compléte maturité, de formes variable suivant
les variétés a pulpes charnus huileuse (Rol et M. Jacamon, 1968). En allant de 1’extérieure
vers ’intérieure, le fruit set constitué de 1’épicarpe (peau), mésocarpe (pulpes ou chaire),

I’endocarpe (paroi du noyau)
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et le noyau a amande huileuse (Bonnier , 1990).

Figure 6. Les fruits d’olive (Anonyme, 2014).

4. Classification

L'olivier appartient a la famille des oléacées, qui comprend 30 genres et 600 especes
selon la classification de (Conquist, 1981), Olea europaea, est la seule espéce portant des
fruits comestibles. La sous-espece europea est différente de la sous-espece Oleaster a laquelle
appartiennent des oliviers sauvages (Chevalier, 1948 et Ciferri, 1950 in
ZOUIRECH, 2015). L’olivier present la classification suivante Pagnol (1975):

% Reégne : Plantae

%+ Sous regne : Tracheobionta

«» Embronchement : Spermaphytes (phanégames)
+«+ Sous Embronchement : Angiospermes

+¢ Classe : Dicotylédones

« Sous classe : Astéridées (ou gamopétales)

% Ordre : Gentianales

% Famille : Oleacée

% Genre : Olea

+«» Espéce : Olea europea
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Il. 1. Caractéristiques des feuilles d’olivier

Les feuilles d’olivier sont opposées, ovales allongées, portées par un court pétiole,
coriaces, entiéres, enroulées sur les bords, d'un vert foncé luisant sur la face supérieure, et
d'un vert clair argenté avec une nervure mediane saillante sur la face inférieure. Le feuillage
est persistant, donc toujours vert, mais cela ne veut pas dire que ses feuilles sont immortelles.
Elles vivent en moyenne trois ans puis jaunissent et tombent, principalement en été.

En cas de secheresse, les feuilles sont capables de perdre jusqu'a 60% de leur eau, de
réduire fortement la photosynthese et de fermer les stomates permettant les échanges gazeux
pour réduire les pertes en eau par évapotranspiration, permettant ainsi la survie de I'arbre au
détriment de la production fructi-florale (Mico et al .2005).

Il. 2. Historique d’utilisation des feuilles en médecine traditionnelle

L’olivier est cultivé depuis au moins 3 500 ans avant notre €re, pour ses fruits et pour
I’huile qu’on en tire. Le nom scientifique de 1’arbre, Olea, vient d’un mot qui signifiait « huile
» chez les Grecs de I’ Antiquité. A cette époque, les feuilles sont employées pour désinfecter
les blessures cutanées. Les Anciens leur attribuaient des vertus antiseptiques et la propriété de
combattre toutes sortes d’infections. Au XIXe siccle, elles servaient pour combattre le
paludisme (malaria). Ces usages sont tombés en désuétude pendant un certain temps en raison
de lI'omniprésence des antibiotiques. Cependant, depuis quelques années, des suppléments de
feuille d’olivier se trouvent sur le marché. Les fabricants de ces produits en vantent les vertus
pour le systeme immunitaire et contre les infections virales, bactériennes, fongiques et a
levure (Mico et al .2005).

I1. 3. Intérét des feuilles d’olivier pour la santé

La feuille d'olivier est un des hypotenseurs végétaux les plus intéressants. Les
résultats d’essais menés sur des animaux indiquent que la feuille d’olivier a une action
hypotensive. Cependant, un seul essai préliminaire a été publié. Réalisée aupres de 30 sujets
souffrant d’hypertension artérielle, cette étude signale que la prise d’un extrait de feuille
d’olivier durant trois mois a fait baisser la tension artérielle des participants (Aydogan.2008 ;
Cherif et al .1996).

Les feuilles d'olivier, contiennent aussi des Flavonoides (antioxydant), ces
antioxydants aident a neutraliser les radicaux libres, et jouent un réle important dans la
protection de la paroi artérielle (Aydogan.2008 ).

De plus, les feuilles d'olivier ont une action préventive sur l'artériosclérose et les
maladies coronariennes, par ces propriétés elles diminuent le mauvais cholestérol (LDL) en
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augmentant le bon (HDL), ce qui en fait un inestimable complément du traitement du diabete
non insulinodépendant Cherif et al .1996).

11. 4. Composition chimique des feuilles d’oliviers et propriétés

La composition chimique des feuilles et brindilles varie en fonction de nombreux
facteurs (variété, conditions climatiques, époque de prélevement, proportion de bois, age des
plantations, etc..). Généralement, la matiere seche (MS) des feuilles vertes se situe autour de
50 a 58%, celle des feuilles seches autour de 90%. La teneur en matieres azotées totales
(MAT) des feuilles varie de 9 a 13%, alors que les rameaux ne dépassent guere 5 a 6%. La
solubilité¢ de I’azote est faible, elle se situe entre 8 et 14%, selon la proportion de bois. La
teneur en matiéres grasses (MG) est supérieure a celle des fourrages et oscille autour de 5 a
7%, mais celle des constituants pariétaux et en particulier de la lignine est constamment
élevée (18 a 20%) (Civantos, 1983.)

La feuille d’olivier est riche en triterpénes, flavonoides, sécoiridoides dont
I’oleuropéoside et en phénols. Elle exerce des activités antioxydantes, hypotensives,
spasmolytiques, hypoglycémiantes, hypocholestérolémiantes et antiseptiques, outre les
propriétés diurétiques pour lesquelles elle est utilisée sous forme de spécialité
phytothérapeutique (Gonzalez, et al,1992).( Zarzuelo et al , 1991.)

Les phénols présents dans les feuilles d’olivier (Tableau 3) sont essentiellement
I’hydroxytyrosol, Tyrosol, Catechin, acide caféique, acide vanillique, vanilline, Rutine,
Lutéolin-7-glucoside, Verbascoside, Apigenin-7-glucoside, Diosmetin-7-glucoside,
Oleuropeine, et la Lutéoléine (Benavente-Garcia et al, 2000).
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Tableau 3. Structures chimiques des composes phénoliques les
plus abondants des feuilles d’olivier

Composé phénolique Composé phénolique
Oleuropéine o OH

o ]

Il Hz COCH2CH2 OH
H3COC CHCH3

(a] OGlucose

Hydroxytyrosol OH
HOCH2CH2 —C§—CH

. HO
Verbascoside
HO CH ==CH —CO00O

CH,OH o
RO
oH )
HO_Q'CH:CH:O
O

Apigenin-7-glucoside

GlucO

Lutéolin-7-glucoside ok

GlucO

OoH O

I1. 5. Valeur alimentaire des feuilles et application dans I’alimentation animale

Les feuilles d’olivier sont largement utilisées dans l’alimentation des animaux
(chévre, veeux....).

La digestibilité de la matiere organique (MO) est en moyenne de 50%, mais varie
fortement selon la proportion de rameaux dans le mélange et le mode de conservation.
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Ces deux facteurs agissent de fagon déterminante sur la digestibilité et donc la
valeur nutritive des résidus de la taille. Depuis les travaux de Maymone et al. (1950)
(Maymone et al, 1950), on sait que la digestibilité des résidus de la taille diminue fortement
apres le séchage au soleil ou I’ensilage.

La digestibilité des feuilles séches est de 30 a 50%, alors que pour les feuilles vertes,
elle est de 50 a 60%. Distribués en vert, les feuilles et rameaux sont bien ingérés par les
animaux, sans problémes d’adaptation ni de troubles. Toutefois certains auteurs rapportent
(Gomes cabrer et al, 1982) des ingestions fortes variables de 24 a 80 g de MS par kg de poids
métabolique.
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I11. 1. Définition

Les composés phénoliques constituent une famille de molécules organiques
largement présente dans le régne végétal. Ils sont caractérisés, comme I’indique le nom, par la
présence de plusieurs groupements phénoliques associés en structures plus ou moins
complexes genéralement de haut poids moléculaire. Ces composés sont les produits du
métabolisme secondaire des plantes.

Le terme polyphénols a été introduit en 1980, en remplacement au terme ancien de
tanin végétal (vegetable tannin), et a été défini par comme suit : « Composés phénoliques
hydrosolubles, de poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Dalton, et ayant, outre les
propriétés habituelles des phénols, la capacité de précipiter les alcaloides, la gélatine et autres
protéines. » (Wikipedia, 2009).1l s'ajoute a cette définition le fait qu’ils possédent un pouvoir
antioxydant élevé.

I11.2. Activité biologique des composés phénoliques

De nos jours, les propriétés des polyphénols sont largement étudiées dans le domaine
médical et biotechnologique ou on leur reconnait des activités anti-virales, antitumorales,
antiinflammatoires, antiallergiques, anticancéreuses et antimicrobiennes.

111.2.1. Effet antimicrobien

Les effets antimicrobiens des phénols issus de I’olive, I’huile d’olive et les feuilles de
I’olivier ont été le sujet de différentes recherches qui confirment 1’effet antimicrobien des
polyphénols. 11 a été établi que les sécoiridoides (oleuropéine et ses dérivés), une des classes
principales de 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 et de microchampignons
(Bisignano et al, 1999). Dans le cadre de cette étude, les concentrations minimales
inhibitrices (CMI) calculées présentent une preuve d’une large activité antimicrobienne de
I’hydroxytyrosol et I’oleuropéine contre les souches bactériennes étudiées. Ces données
montrent que, outre I’emploi potentiel de ses principes actifs comme additifs alimentaires ou
dans des programmes intégrés de prise en charge de parasites, Olea europaea peut étre
considéré comme une source potentielle d’agents antimicrobiens prometteurs pour le
traitement des infections des systemes gastro-intestinal ou respiratoire de I’homme. La feuille
d’olivier elle-méme est un fongicide et contient un antibactérien 1’oleuropéine, qui protége
I’arbre des champignons et moisissures (Bisignano et al, 1999).
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111.2.2. Effet antiallergique

Ces effets sont attribués a 1’influence des polyphénols sur la production de 1’histamine.
En effet, les flavonoides inhibent les enzymes, telles que I’AMP cyclique phosphodiesterase
et ATPase Ca2+-dépendante, responsables de la libération de I’histamine a partir des
mastocytes et des basophiles (Di Carlo et al, 1999).

111.2.3. Effet anti-inflammatoire

Landolfi et son groupe ont montré que certains flavonoides sont capables de
modifier le métabolisme de ’acide arachidonique dans les plaquettes. lls ont méme reporté
que les effets de la quercétine et la myricétine sont dose-dépendants. A de fortes
concentrations, ils inhibent la cyclooxygénase et la lipooxygénase. Cependant a de faibles
concentrations, seule la lipooxygénase est affectée. En outre, d’autres flavonoides tels que
I’apigénine et la chrysine agissent principalement sur [’activité de la cyclooxygénase
(Landolfi et al, 1984)

111.2.4. Effet antiulcéreux

Dans des expériences réalisees sur des rats, il a été démontré que la quercétine et la
naringénine jouent un réle important dans la réduction de 1’ulcére et la protection des cellules
gastriques (Di Carlo et al, 1999).

111.2.5. Effet anticancéreux

Présente pratiqguement dans tous les types de thé et en particulier dans le thé vert, la
catéchine a montré une activité anti-tumorale (Bracke et al, 1991) Une telle activité est
attribuée a la capacité de ce flavonoide d’inactiver le t-PA (tissue-type plasminogen activator)
en greffant a celui-ci la laminine, une molécule de la matrice extracellulaire qui joue un role
important durant la mort cellulaire. La quercétine inhibe les croissances cellulaires en
empéchant certaines phases du cycle cellulaire et en bloquant les sites récepteurs des
hormones (Larocca et al, 1994)

La croissance cellulaire peut étre inhibée également par d’autres mécanismes, a
savoir : la stabilisation du collagene, 1’altération de I’expression des génes, et la réduction des
radicaux libres (Landolfi et al, 1984). En effet, la catéchine augmente la résistance du
collagéne (Scutt et al, 1987) et inhibe 1’activité de la collagénase (Makimura et al, 1993)
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II1.2.6. D’autres effets biologiques

Les polyphénols peuvent aussi empécher le diabéte ou du moins le réduire en
inhibant I’enzyme aldose réductase (Chaudhy et al, 1983) Ong et Khoo ont reporté que la
myricétine posséde un effet hypoglycémiant chez des animaux diabétiques (Ong et
al,1997) ;(Ong et al, 2000).

Certains flavonoides peuvent entraver 1’athérosclérose et par conséquent réduisent le
risque des maladies cardiovasculaires (Chu et al, 1992).

Les effets anti-viraux des flavonoides ont été également démontrés. D’autres essais
in vitro ont permis d’observer que l’oleuropéine des feuilles d’olivier a des propriétés
antioxydantes (Baycin et Altiok, 2007 ;Al-Azzawie et al, 2006 ; Wojcikowski et al 2007).
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I. Méthodologie de travail

Lieu de réalisation du travail

Le travail expérimental, subdivisé en plusieurs étapes a été réalisé en 3 différents lieux :

v L’échantillonnage a été fait sur terrain (Ain-Madhi et EI-Assafia).

v La caractérisation biochimique, ’extraction des phénols totaux, leur dosage
ainsi que I’étude de I’activité antioxydante ont été fait au laboratoire de recherche des

sciences fondamentales a I’université de Laghouat.

v L’étude de Dactivité antibactérienne et a été réalisée au laboratoire de
microbiologie du département de biologie a ’universit¢ Ammar Telidji Laghouat.

Schéma de I’étude expérimentale
Les étapes de cette étude expérimentale sont résumées dans la figure 7.

Echantillonage

Extraction et Parametres
dosage des biochimiques
phénols totaux secondaires

Activité Activité

antioxydante antimicrobienne Taux'd'humidite

Figure 7. Schéma de I’étude expérimentale

Taux de cendres
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I1. Matériel biologique
11.1. Echantillons

Nous avons choisis de faire notre étude sur 2 variétés présentes au niveau local.

Varieté Importance/Fréquence locale Autre signalisation en Algérie
Chemlal Fréquent Abondant dans Tizi Ouzou
Sigoise Abondant Abondant dans Sig (Mascara)
Source :CNIS

I1.2. Mode d’échantillonnage

Il n’existe pas de méthode d’échantillonnage normalisée. L’échantillonnage a été fait
de manicre a ce qu’il soit le plus représentatif possible. Quelques feuilles de chaque arbre sur

différentes branches et a différents niveaux de hauteurs.

Figure 8. Photo d’un arbre utilisé dans Figure 9. Photo d’un arbre utilisé dans
Pexpérience de la variété Sigoise (Ain-Madhi) ’expérience de la variété Chemlal (El-Assafia )

11.3. Période d’échantillonnage

L’échantillonnage a été fait durant la période printaniére de I’année 2019.
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I11. Analyses biochimiques
1. 1. Matériel

I11. 1. 1. Liste et réactifs utilisés
Nous avons utilisé les réactifs suivants :

Ethanol
Méthanol
Acétate d’éthyle
Ether de pétrole

AN N NN

Folin-Ciocalteu

111.1.2. Principaux outils et appareils utilisés

Balance de précision type KERN

Etuve ventilée type MEMMERT

Four a moufle type FURNACE 1300

Mixeur MOULINEX

Evaporateur rotatif type BUCHI R-200

pH métre type EUTECH

Agitateur magnétique-plaque chauffante Fisher Scientitic
Bain marie MEMMERT

AN NNV U N N N

111.2. Méthodes

111.2.1. Teneur en eau

La teneur en eau a été déterminée par dessiccation d’un échantillon de 2g dans une
étuve isotherme a une température de 70°+1°C a pression atmosphérique jusqu’a 1’obtention
d’une masse constante de I’échantillon. La teneur en eau est égale a la perte de masse subie

dans les conditions de mesure.
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M1l - M2

H% = x 100

M1 : La masse initiale en g « (matiere fraiche +capsule) avant dessiccation ».
M2 : La masse finale en g « (matiére séche +capsule) apres dessiccation ».
P : Lamasse de la prise d’essai.

La teneur en matiére seche MS% est calculée selon la relation :

MS5% = 100 - H%

111.2.2. Cendres

Lors de la minéralisation par voie séche, I’échantillon est dépose dans un creuset, en
porcelaine (environ 2 g). La matrice alimentaire est détruite dans un four a moufle a 500 °C
pendant 4 heures (Greenfield et Southgate, 2007).

M2 - MO

Teneur en cendre = X 100

M1 - MO

MO : Poids du creuset vide (Q)
M1 : Poids (Creuset+ échantillon) avant incinération (g)

M2 : Poids (Creuset + Cendres) apres incinération (g)

111.2.3. pH

On a placé 15 g dans un contenant et on a y ajouté 60 ml d’eau distillée. On a par la

suite chauffé au bain-marie a 60° C pendant 30 minutes en remuant de temps en temps puis
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procéder a la détermination du pH en utilisant un pH-metre a 20° C +/- 2 ° C apres étalonnage
de I’appareil (Bousdira, 2007).

11.2.4. Extraction des phénols totaux

Les feuilles ont été séchées puis broyées dans un mixeur. Nous avons obtenu des
poudres pour les 2 variétés. Aprés les avoir pesees 2 g de chacune nous avons procede a

I’extraction.

Pour I’extraction, chaque échantillon a été mélangé avec 100 ml d’éthanol-eau dans
les proportions (80 /20 : v/v). L’extraction a reflux a duré 6h puis le contenu des ballons a été
filtré et évaporé pour n’avoir que la phase aqueuse. L’éthanol a été récupéré a 1’aide d’un

évaporateur rotatif.

Comme le montre la figure 10 deux autres lavages ou extraction aux solvants
organiques avec des solvants a polarité croissante ont suivis (avec une ampoule a décanter).
L’un avec I’éther de pétrole et I’autre avec I’acétate d’éthyle. A la fin on obtient une phase
aqueuse et une fraction qu’on récupere avec 5 ml de méthanol. (Marie-JosBphe Amiot et
al,1986).
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2 g de poudre de
feuilles d’olivier

Extraction a reflux Filtration et évaporation
pendant 6h du méthanol a 60*C avec

I’évaporateur rotatif
Ethanol/eau (80/20)

Phase aqueuse

Lavage a I'éther de pétrole
(3x30ml)
Séparation aprés
décantation
Phase aqueuse
Extraction a I'acétate Récupération
d’éthyle (3x20ml) . :
Evaporation de I'acétate de I'extrait
Séparation apres d’éthyle 3 40*C avec dans 5 ml de
décantation I'évaporateur rotatif .
méthanol

Phase aqueuse

Figure 10. Protocole de préparation des extraits des feuilles
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11.2.5. Dosage des composés phénoliques totaux

La teneur en phénols totaux a été réalisée par une méthode adaptée par Singleton et
Ross (Lamaison, 1990). Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. Il est réduit, lors de 1’oxydation des
phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. Cette coloration bleue

dont I’intensité est proportionnelle aux taux de phénols totaux présents dans le milieu.

Pour le dosage : On introduit 100 pl de I’extrais additionné de 500 pl de réactif Folin-
Ciocalteu (& 10%) et de 50 ml de carbonate de sodium Na,COz a 4% dans un tube a essai. On
agite puis incubation a I’obscurité pendant 30 minutes et la lecture se fait a 760 nm contre un

blanc.

Une gamme de 9 concentrations d’acide gallique allant de 0,02 a 0,32 mg /ml a été
préparée a partir d’une solution mére de concentration 0.5 g/l. La concentration en phénols

totaux est déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

IV. Activités biologiques
IV.1. Matériel

IV.1.1. Matériel biologique et réactifs utilisés

Les extraits utilisés pour ces tests sont ceux obtenus des extractions des feuilles avec

I’acétate d’éthyle et solubilisé dans le Méthanol.

Nous avons fait le choix de tester nos extraits sur 6 souches bactériennes dont la
moitié est de Gram + et ’autre de Gram -. Les souches bactériennes ont été obtenues au
niveau du laboratoire d’analyse microbiologique de I’hopital Ahmed Ben Adjila de Laghouat.
Elles ont été conservées par la suite au réfrigérateur dans des tubes a essai sur milieu de

conservation.
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Nous avons utilisé les réactifs et milieux suivants :

Méthanol

DMSO
Chlaranpheniciole
Gélose nutritive
Cristal violet
Lugol

Fushine

Alcool

DPPH

AN NN Y N N N NN

IV.1. 2. Principaux outils et appareils utilisés

Bain marie MEMMERT

Micropipette 100-1000 ul ACCUMAX PRO

Micropipette 20-200 pul DRAGON LAB

Etuve ventilée type MEMMERT

Four Pasteur type JOUAN et Autoclave FULGENS AND LAUMOND
Autoclave

N NN NN

Microscope optique

1VV.2. Méthodes

IV.2.1 Activité antioxydante

Dans notre étude, la mise en évidence de ’activité antioxydante in-vitro de nos
extrais des composés phénolique a été réalisée par le piégeage du radical DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazil) (Fig. 11).
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O;N
@M,N' NO;

NO,

Figure 11. Structure du radical libre DPPHe
Le DPPH est un radical de couleur violet intense. La mesure de ’efficacité d’un
antioxydant (capacité a fixer des radiaux libres, donc arréter la propagation de la réaction en
chaine) se fait en mesurant la diminution de la coloration violette, due a une recombinaison
des radicaux DPPH (Tirzitis et al, 2010 Prior et al. 2005). L’effet de chaque extrait sur le
DPPH est mesureé par la procédure décrite par Sanchez-Moreno Sanchez-Moreno (Sanchez-
Moreno, 2002).

DPPH-+®0OH —» DPPHH+ @O-

L’évaluation de I’activité anti-oxydante en utilisant la méthode DPPH est exprimée
en pourcentage selon la relation suivante :

(Abs Control - Abs Extrait)

%% Inhibition =

Abs Control

Pour s’affranchir de I’influence de la concentration, dans la majorité des études, la
réactivité est estimée par la concentration effective IC50 (ou I’inverse 1/IC50) de
’antioxydant, qui correspond a une réduction de 50% de 1’activité (de I’absorbance) du DPPH

dans le milieu réactionnel (Popovici et al., 2009).

On teste I’action des échantillons de feuilles afin de savoir s’ils ont un role
antiradicalaire (scavenging activity). On prépare 7 dilutions de chaque extrait ensuite un
volume de 1 ml des différentes concentrations de chaque extrait exprimées en g/l est ajouté a
1 ml de la solution méthanolique du DPPH (250 p molaire = 0.025 g/I) préparée. La lecture
est faite 8 517nm apres 30 min & I’obscurité.
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Pour la comparaison on a choisi 1’acide ascorbique (ou vitamine C). Une gamme de
9 concentrations allant de 0,0025 a 0,0225 mg /ml a été préparée a partir d’une solution mere

de 0,025 g/l de concentration. La lecture se faisant aprés 30 minutes d’obscurité.
IV.2. 2. Coloration de Gram

Voici succinctement les différentes étapes de cette coloration :

o Coloration par le cristal violet. Laissez agir de 30 secondes a 1 minute, puis
rincer a I'eau

o Mordancage au lugol (solution iodo-iodurée) : étaler le lugol et laissez agir le
méme temps que le violet de gentiane ; rincer a I'eau déminéralisée.

o Décoloration (rapide) a I'alcool est I'étape la plus importante de la coloration :
verser goutte a goutte Il'alcool ou un mélange alcool-acétone sur la lame
inclinée obliquement, et surveillez la décoloration qui doit étre rapide. Le filet
doit étre clair a la fin de la décoloration. Rincer abondamment avec de I'eau
déminéralisée pour stopper la décoloration.

o Recoloration a la fuchsine. Mettre de I'eau distillée sur la lame et quelques
gouttes de fuchsine. Laissez agir de 30 secondes a 1 minute. Laver doucement
a I'eau déminéralisée. Sécher la lame sur une platine chauffante a 50 °C.

o Observer avec une goutte d'huile & immersion objectif 100 (grossissement
x1000).

1V.2. 3. Activité antimicrobienne d’extrait

& Préparation des milieux de culture (voir annexe 1)

& Stérilisation du matériel

On stérilise a ’autoclave a 121° C pendant 15 minutes : L’eau distillée et les tubes a
essai utilisés dans la préparation de la solution bactérienne (coloration de Gram), les tubes a

hémolyse pour la préparation des solutions et les embouts a micropipettes.

On stérilise a four pasteur a 121° C pendant 15 minutes : Les disques en papier
Whatman (6 mm de diametres) aprées enrobage dans du papier aluminium et la pince ainsi que

les pipettes Pasteur.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Mordan%C3%A7age
https://fr.wikipedia.org/wiki/Solution_de_lugol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Iode
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89thanol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fuchsine
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& Préparation des dilutions des extraits a tester

Ces extraits organiques ont été dissous dans du diméthyl sulfoxyde (DMSO). Le test a

été effectue a différentes concentrations des extraits : 0.5g/l, 0.25g/l et 0.125¢/1.

& Protocole d'évaluation de I’activité antibactérienne (test de sensibilité)

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne a été réalisée par la méthode de diffusion en

gélose dite méthode de diffusion de disques (Institut Pasteur d’Algérie, 2008).
»  Préparation de ’inoculum

La suspension est faite ainsi : On préléve des colonies avec une anse pour la décharger
dans un tube a essai contenant de I’eau distillée stérile. On compte les colonies avec une
cellule de Malassez et on effectue des dilutions jusqu’a obtention de d’une concentration de

10° germe/ ml.

>  Ensemencement et dép6t des disques

v On a coulé la gélose nutritive dans les boites de Pétri et séchée avant I’emploi.

v On a prélevé a chaque fois un volume de 100 pl de I’inoculum et le décharger dans les
boites de Pétri contenants le milieu GN.

v' A partir d’une pipette Pasteur stérile, on a fabriqué un rateau et s’en servir pour étaler
I’inoculum sur toute la surface de la gélose de fagon homogeéne (en tournant la boite de
60° a chaque fois).

v Les disques de papier Whatman de 6 mm de diamétre sont imprégnés d’une petite
quantité des extraits et ensuite déposés sur la surface de la gélose inoculée (apres
séchage).

v' Les boites de Pétri ont été incubées a 37°C pendant 24 heures.

v" Un antibiogramme avec un antibiotique (Le chloramphénicol qui est sous forme de
disques préts a I’emploie) a été effectué pour servir de témoin positif afin de permettre

la comparaison de nos résultats.
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v" Des tests préliminaires ont été effectués afin de s’assurer que les autres facteurs
(DMSO, méthanol) n’interviennent pas dans I’activité antibactérienne. Ils se sont

révélés négatifs.

» Lecture des antibiogrammes

La lecture des antibiogrammes a ¢été faite a I’aide d’un pied a coulisse. Un extrait est
considéré actif lorsqu'on apercoit une zone d'inhibition autour du disque d'un diametre

supérieur a 6 mm et a I'intérieur de laquelle aucune croissance bactérienne n'est observée.

V.  Analyses statistiques

L’étude de la signification des différences est faite grace au logiciel d’analyses
statistiques « R » (CC BY-NCSA 3.0 FR).

Nous avons utiliser pour les graphes I'Excel (Microsoft® Office 2010 Proofing
Tools)
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1. Taux d’humidité

En observant la figure 12 on constate que le taux d’humidité des feuilles de variété de
Chemlal est plus éleve que celui de la variété de Sigoise. Celui de ce dernier est de 56.3 % du

poids frais des feuilles du poids frais des feuilles.

61,00% -

60,00% -

59,00% -

m Chemlal
58,00% -

m Sigoise
57,00% -

Teneur en eau %

56,00% -

55,00% -

54,00% . .
Chemlal Sigoise

Figure 12. Taux d’humidité des feuilles

En effet, nous avons remarqué que la teneur en eau obtenue pour la variété Chemlal
est de 60.3% du poids frais des feuilles. Cette valeur est élevée par rapport a 1’étude faite par
(Boudhioua et al, 2008) qui I’a trouvé de 49,75%.

Rappelons que la teneur en eau dépend la conduite culture et des conditions edapho-
climatiques. En cas de sécheresse, les feuilles sont capables de perdre jusqu'a 60% de leur
eau, de réduire fortement la photosynthese et de fermer les stomates permettant les échanges
gazeux pour réduire les pertes en eau par évapotranspiration, permettant ainsi la survie de

I'arbre au détriment de la production fructi-florale (Ghedira, 2008).
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2. Taux de cendres

Selon la figure 13, on remarque qu’il y a une déférence entre les feuilles des deux
variétes. Le taux de cendre de la variété Chemlal est trés semblable a celui trouvé dans la
bibliographie .

La variété Sigoise étant la plus riche en cendres avec une valeur de 10.5%, constitue
une source intéressante en éléments minéraux et en particulier en : K, Ca, Na et Mg
(Boudhrioua et al,2009).

12%

10%

4%

S

et 8%

e}

o oo ® Chemlal
o o

3 = Sigoise
X

5

©

|_

2%

0%
Chemlal Sigoise

Figure 13. Taux de cendres des feuilles
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3. pH

Les valeurs de pH obtenues sont représentées dans le diagramme qui suit :

5,2 - m Chemlal
m Sigoise

PH

4,9 . .
Chemlal Sigoise

Figure 14. Représentation des valeurs de pH des variétés de I’étude

Les feuilles de la variété Chemlal présentent une acidité plus élevée par rapport a ceux
de la variéte Sigoise 5.4. L’acidité peut étre due a la présence d’acides phénoliques et d’autres

acides organiques.
4. Rendement de I’extraction

La figure 41 représente ’extraction a reflux d’un échantillon dans un mélange
méthanol-eau (80 /20 : v/v), elle a durée 6h. En général, la plupart des phénols simples
présents dans la vacuole peuvent aisément étre extraits avec le mélange méthanol/eau (80/20,

v/v) (Collin et al., 2011). L’eau et le méthanol sont des solvants protéiques polaires.

Ensuite deux autres lavages ou extraction aux solvants organiques avec des solvants a polarité
croissante ont suivis (avec une ampoule a décanter). L un avec 1’éther de pétrole (solvant peu
polaire) qui va entrainer les pigments chlorophylliens et caroténoides (Collin et al., 2011)
ainsi qu’une partie des composés phénoliques de faible polarité. L’autre avec l’acétate
d’éthyle (polarité moyenne). L’acétate d’éthyle va attrayez les composés phénoliques (Collin
et,al.2011).
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Figure 15 : poudre des feuilles Figure 16 : Montage montrant ’extraction a

reflux des phenols totaux

Au final on obtient 2 phases aqueuses et 2 fractions qu’on récupére chacune avec 5
ml de méthanol, aprés la vaporisation par évaporateur rotatif. Les extraits obtenus ont les
couleurs suivantes : jaune foncé pour Chemlal et vert pour la variété Sigoise.

Figure 17 : les duex extraits des feuilles




Partie 2

Il. Résultats et discussion

5. Taux de phénols totaux

La figure 18 représente la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique qui a été réalisée afin

de calculer les concentrations des extraits en composés phénoliques totaux.

1,2

%

1 / y = 3,5442x

/ R?=0,9951

Eos
o /
(-]
~
(4]
3 06 /
g Linéaire (Droite
.'-: d'etalonnage de I'acide
5 .
3 gallique)
204 //
0,2

/

0 0,1 0,2 0,3 0,4
Concentrations

Figure 18. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

L’estimation de la teneur en composés phénoliques extractibles totaux a été réalisée
par la méthode de Folin-Ciocalteu qui donne une coloration bleue. L’intensité de cette

derniére est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans le milieu.

La figure 19 représente une comparaison des teneurs en composés phénoliques des
échantillons de feuilles extraits avec 1’acétate d’éthyle. On peut voir que les valeurs obtenues

dépendent de la variété
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Tableau 4. Teneurs moyennes en composés phénoliques totaux des extraits

Chemlal Sigoise

0,89 £ 0,01 0,84 £ 0,02
mg/ml

mg d’équivalent
d’acide gallique / 100g de 44,65 + 0,35 42,04 +1,13

feuille séches

mg d’équivalent
d’acide gallique/100g de 17,73+ 0,21 21,13 £ 0,56

feuilles fraiches

45,00 -
44,50 -~
44,00 -
43,50 -
43,00 -
42,50 ~
42,00 -
41,50 -~
41,00 -

40,50 T 1
Chemlal Sigoise

Figure 19. Comparaison des teneurs en phénols totaux des deux extraits (mg

d’équivalent d’acide gallique/100g de feuilles seches)

Nous avons verifié si la différence était significative selon le test de Student calculé
dans R. Les résultats s’est révélé positif donc la différence des deux concentrations des deux

extraits issues des deux variétés est bien réelle.

La teneur en polyphénols des feuilles de Chamlal est inférieure a celles des variétés
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Chemlali et Chemchali de Tunisie qui est de I’ordre de 1,40 g/100 g de poudre de feuilles
Rapportées par Boudhrioua (2009).

La variation de la teneur en PT est souvent considérable elle est dépendante de
plusieurs facteurs : des conditions climatiques et géographiques (Mylonaki et al, 2008 ;
Vasileios Ziogas et al, 2010), des variétés d’olivier, des conditions de culture et du degré de
maturation (Boudhrioua et al, 2009 ; Vasileios Ziogas et al, 2010), de 1’état physiologique et
I’age de la plante (De Leonardis et al., 2008).

Plusieurs études ont montré la contribution considérable de ces facteurs liés a l'altitude
sur la voie de biosynthése des composés phénoliques sur divers variétés d’oliviers.
(Vasileios Ziogas et al., 2010).. Comme exemple avec la variété Amfissis (Konservolia) de
Grece, cultivée a 10 et 300métres d’altitude, la teneur en composés phénoliques au stade des
olives vertes est de 2,5 = 0,11 mg (EAG/g d’olives) a 10 et 300 metres d’altitudes, cette
teneur diminue au stade des olives pourpres avec une teneur de 1,9 + 0,05mg/g. Alors qu’elle
augmente au stade des olives noirs a 300 meétres d’altitudes avec une teneur de 2,9 = 0,16
mg/g en comparaison a celle obtenue a 10 métres d’altitudes qui est de 2,3 £ 0,15 mg/g
(Bouaziz et al. 2004) ont noté une augmentation des composés phénoliques dans I’olive de la

variété Chemlali de Tunisie au dernier stade de maturation a 10 et 300 métres d’altitude.

De plus, le rendement d’extraction dépend de la polarité du solvant utilis€, qui
détermine la quantité, la qualité des composés phénoliques extraits et de la classe des phénols
dans le matériel végétal (Naczk et Shahidi, 2004 ; Sineiro et al, 2008). Des études ont
rapportés que les hauts rendements sont habituellement obtenus avecnl’éthanol et le méthanol
et leurs mélanges avec 1’cau. En effet 1’eau joue un rdle important dans le processus
d’extraction des PT en augmentant leur diffusion des tissus végetaux (Alouk et al., 2008).
D’aprés, (Savarese et al. 2007 ; Chew et al. 2009), le méthanol est le solvant de choix pour
I’extraction des PPT a partir des fruits, végétaux et huiles. Grace a sa polarité et sa capacité a
réduire I’activité des polyphénol-oxydases, ce solvant a prouvé son efficacité d’extraire les
PPT simples (Ryan et al, 2001 ; Abad-Garcia et al, 2007). Quand a 1’acétate d’éthyle, c’est
un solvant trés sélectif pour les molécules de bas (180 Da) et moyen (13KDa) poids
moléculaire (Obeid et al., 2005). De plus, (Ait Baddi et al. 2008). ont démontré que I’acétate

d’éthyle exerce lui aussi un haut pouvoir d’extraction. Il contribue
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aussi a 1’élimination des fractions protéiques, glucidiques et acides organique qui peuvent

interférer avec I’extrait phénolique.

6. Pondération des fractions

La figure 20 montre une représentation générale des pourcentages de composes

phénoliques dans la fraction totale récupérée avec le solvant.

M Phénols totaux

id Residu

Figure 20. Représentation des pourcentages de la fraction totale, des composés phénoliques de

extrait 1 (Chemlal )
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M Phénols totaux

M Residu

Figure 21. Représentation des pourcentages de la fraction totale, des composés phénoliques de

extrait 2 (Sigoise )

Elle suggere que les solvants sont loin d’étre sélectifs pour ’attraction des composés
phénoliques et qu’une purification est nécessaire pour éviter les interférences au cours de la

lecture au spectrophotometre.

La figure 21 pourrait aussi suggérer que 1’utilisation d’un seul standard tel que 1’acide
gallique pourrait étre limitatif et qu’une confirmation par analyse HPLC pourrait compléter

I’étude.

7. Activite antioxydante des extraits de feuilles

Les potentiels antioxydants des différents extraits méthanoiques sont exprimés par
IC50 : Plus la valeur de I’IC50 est faible, plus le potentiel antioxydant de 1’extrait est fort.
Les valeurs sont déterminées graphiquement a partir d’'une courbe linéaire présentant le

pourcentage d’inhibition (I1%) en fonction des concentrations croissantes de 1’extrait.
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Tableau 5. Tableau représentant les 1C50 des extraits comparés a celui de la vitamine C

IC50 (mg/ml) ou (g/1)

Vitamine C 0,007
Chemlal 372,3
Sigoise 130,1

D’apres les valeurs obtenues, I’extrait de feuilles de Sigoise présente une 1C50
inférieure a ceux de I’extrait de Chemlal, et donc une activité meilleure. Les IC50 obtenu pour
I’acide ascorbique, utilisé comme molécule de référence, est bien plus inférieur a ceux des
extraits, est donc, I’acide ascorbique posséde une activité antioxydante trés élevé. Les extraits
ont relativement un bon pouvoir antioxydant. Les mémes résultats ont été obtenus dans le
travail de (Bouderballah, 2014).

M 1C50

L4 Effet antioxydant

Effet antioxydant
IC50

Sigoise

Figure 22. Figure représentant la comparaison entre les extraits et la vitamine C
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9. Activité antibactérienne des extraits des feuilles

Les souches bactériennes ont montré plus ou moins une sensibilité a 1’antibiotique

standard testé (Témoin positif): Le Chloramphénicol (Tab. 8) :
Tableau 6. Diamétre de la zone d’inhibition de la souche par I’antibiotique (mm)

Chlorampheénicol (30 pg/disque)

Bacillus subtilis ATCC® 23857™ 115
Staphylococcus aureus ATCC® 25922™ 24.3
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 19429™ 18.5

Le tableau ci-dessous rassemble les resultats obtenus par le test de sensibilité de 6

souches aux extraits de feuilles des différentes variétés.

Tableau 7. Résultat d’inhibition des souches par les extraits feuilles

0,125¢g/l 0,25 ¢/l 059/ 01259/ 0,25 ¢/l 0,59/l

Staphylococcus aureus - - - - - -

Klebsiella pneumoniae - - - - - -
Bacillus subtilis - - - - - .
Pseudomonas - = - - - .

aeruginosa

Enterococcus faecalis - - - - - .

Escherichia coli - = - - - .

- Résultat négative  + résultat positive

Les extraits de feuilles d’olivier n’ont monté aucune activité antimicrobienne contre
les bactéries testés et nous n’avons obtenu des résultats positifs dans aucune des

concentrations.
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1-3-5 extrait 1 et 2-4-6 extrait 2

Figure 24. Photo des cultures des bactéries (A,B Staphylococcus aureus. C,D
Pseudomonas aeruginosa. E,F Bacillus subtilis ) dans les deux cas des témoins
(Chloramphénicol et DMSO).
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Figure 25. Photo des cultures des bacteéries (1,2 Staphylococcus aureus. 3,4 Pseudomonas
aeruginosa. 5,6 Bacillus subtilis) dans les deux cas de extraits avec concentration
deferent (0.5 g/l , 0.125 g/l et 0.25g/1) (1,3 et 5 I’extrait 1).(2,4 et 6 I’extrait 2)
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Il n’existe aucune corrélation entre les pouvoirs antioxydants de nos extraits de feuilles
et leurs pouvoirs antibactériens. 1l est évident que les composés phénoliques ne sont pas tous
dotés d’un pouvoir antimicrobien. Une petite différence dans la stéréochimie d’une molécule

peut étre la cause d’un effet biologique négatif ou positif (Grotewold, 2006).

Le mécanisme d’action des composés phénoliques sur ces agents pathogeénes n’est pas
bien connu, les études exploitées par Domineco (Domineco et al,. 2005). ont mené a conclure
que I’effet antimicrobien des composés phénoliques est di partiellement & 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 (fuite) de ses organites intracellulaires,
en plus des caractéristiques physicochimiques de ces composés (la solubilité dans I’eau et la

lipophilie) peuvent influencer cet effet antibactérien.

Des auteurs ont avancé que 1’activité antibactérienne des composés phénoliques est
due probablement a leur habilité a se combiner aux protéines solubles extracellulaires et ainsi

aux parois cellulaires bactériennes (Tsuchiyaet al., 1996).

Selon Scalbert (Scalbert, 1991),, cette défense microbienne vis-a-vis de la toxicité des

tanins s’explique par

e La sécrétion par les microorganismes de polymeres ayant une grande affinité pour les
tanins avec lesquels ils se combinent spécifiquement ; les tanins deviennent alors
incapables de se lier aux enzymes microbiennes ne pouvant pas ainsi inhiber la
croissance de ces micro-organismes.

e La résistance de quelques enzymes a I’effet des tanins et c’est I’exemple de tannases et
certaines invertases et alpha amylases dont I’activité n’est pas altérée en présence de

fortes concentrations de tanins.

A Tizi-Ouzou, prouve que les extraits de feuilles d’olivier de la variété azerradj ont

effet biologique contre Pseudomonas aeruginosa. Cela prouve que toutes les variétés n’ont
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pas la méme composition phytochimique d’ou la nécessité de tester plus de variétés issues de

Laghouat.
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Conclusion

Les pays méditerranéens, et en particulier 1’Algérie, possedent un patrimoine
oléicole trés important. Ceci nous a encouragés a étudier et proposer des voies de
valorisation de cette biomasse renouvelable pour un développement durable du secteur

oléicole et la contribution a la connaissance scientifique internationale dans ce domaine.

Les travaux de recherche de la 1ére partie ont été orientés vers un volet analytique.
L’objectif de cette partie était d’effectuer la caractérisation biochimique de nos

échantillons.

Etant donné que les feuilles d’olivier représentent une source d’oleuropéine (composé
phénolique d’intérét), nous avons examiné le potentiel anti-oxydant de nos extraits. Celui-
ci s’est révélé assez important et on peut conclure des possibilités d’utilisation des feuilles

d’olivier dans les différentes industries.

Les résultats obtenus dans la présente étude laissent apparaitre que les deux variétés
constituent une bonne source d’antioxydants naturels et pourraient étre considérés comme

un aliment fonctionnel ou ingrédient d'aliment fonctionnel.

Au terme des études microbiologiques, nous avons trouvé que les extraits des feuilles
d’olivier ne montrent aucun effet antimicrobien contre les 6 germes pathogénes étudiés.
Ces résultats, ne pouvant pas suggeérer I’utilisation des extraits des feuilles d’olivier pour

la préservation d’aliments.

L’absence de corrélation entre I’activité antioxydante et I’activité antibactérienne nous
améne a déduire que 1’activité biologique ne peut étre attribuée a la totalité des composés
phénoliques, mais seulement a une partie d’entre eux, confirmant ainsi ce qui a été

rapporté par plusieurs chercheurs.

En perspectives, il serait intéressant d’explorer les voies de recherches suivantes :

& Tester ’activité antimicrobienne d’extraits issues d’autre variétés.

& Optimiser les conditions de culture (la charge de 1’inoculum, la concentration en ...).

& Determiner la composition des extraits en composés phénoliques par la technique de
I’HPLC.
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Annexe 1. Composition des milieux de culture

Gélose nutritive

Pour 1 litre de milieu :

Extrait de viande........c.coeviiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiinaiinns 1,0g
Extrait de 1eVure .....ccceviieiiiniiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieiieeiotnscsnnns 2.5¢
) 1] 1) 1 5,0g
Chlorure de sSOdium......cccooviiiiiiiiiiiiiiiieiiiieiiniitiiieeeimiiennccnneen 5,0g
N . N 15,0g
pH=7,0




Annexe 2. L’information sur les deux variété étude

Sigoise
’ .
Caracteres
morphologiques
. D ARBRE
Vigueur : mayenne
Port : dressé
Densité du feuillage : mayenne
Longueur des entre-noeuds : mayen )
, £\
;,,- < O FEUILLE ~5
% Forme : elliptique lancéolée ' [
Longueur : longue [
Largeur : moyenne el
Courbure longitudinale du limbe : plan
tﬁ » INFLORESCENCE
: Longueur : moyenne
Nombre de fleurs : fatble
P
oY =~ S FRUIT
~ Poids : fatble
Forme : ovolde
Symeétrie : legér avyrmirtrigue
Position du diametre transversal maximal | centrale
Sommet : pointu
Base : tronquée
Mamelon : absent
Présence Lenticelles : nombreuses
Dimension Lenticelle : petites
Début de la veraison ; unHormement
Couleur en pleine maturation : nalre
3 » ENDOCARPE
. Poids : moyen
Forme : elliptique
Symeétrie : A asymétrique
Symétrie : B symétrque
Position du diameétre max : centrale
Sommet : pointue
Base : arrondio
Surface : lisse
Nombre de sillons fibrovasculaires : mayen
Distribution sillons fibrovasculaires : uniforme
Extrémité du sommet : avec mucron




Caracteres
morphologiques
€ ARBRE
Vigueur : forte
Port : dressé
Densite du feuillage : moyenne
Longueur des entre-noeuds : moyen
iy- & ©FEUILLE
- Forme : ellptique lanceolee
Longueur : moyenne
Largeur : moyenne
Courbure longitudinale du limbe : plan
\g € INFLORESCENCE
Longueur . moyenne
Nombre de fleurs : moyen
S
", € FRUIT

\ Poids : faible
Forme : allorgée
Symétrie ; asymétrique
Position du diametre transversal maximal | centrate
Sommet : poirtu
Base : arrondie
Mamelon ; absent
Présence Lenticelles : nombreses
Dimension Lenticelle : petites
Debut de la veraison : untformément
Couleur en pleine maturation : nolre

¥ © ENDOCARPE

- Poids : moyen
Forme : elliptique
Symétrie : A léger asymétrique
Symétrie : B symétrique
Position du diametre max : centrale
Sommet : poity y
Base : arrondie
Surface : (tsve
Nombre de sillons fibrovasculaires : mayen
Distribution sillons fibrovasculaires . uniforme
Extrémiteé du sommet : avec mucron




Annexe 3. Généralités sur les échantillons

Occupe 40% des verges oléicoles Variété rustique, et tardive, le
nationaux, « présente surtout en fruit et de poids faible et de
kabylie » s’étend des monts Zekkar a forme allongée, destiné a la
I’ouest aux Bibans a I’est. production d’huile, le

rendement d’huile de 18% a

22%.
Elle est dominante depuis Oued- Variété rustique, le fruit et de
Rhiou jusqu’a Tlemcen. poids moyen et de forme

ovoide, produit une olive a deux
fins est trés recherchée pour la
conserverie et donne un bon
rendement en huile de 18% a
22%.




Annexe 4.Courbes représentant les pouvoirs de DPPH avec

e L’extrait 1 (Chemlal) :

deux extrait et vitamine c
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o |’extrait 2(Sigoise) :
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AnneXxe 5. Les souches bactériennes de I’étude

Staphylococcus aureus

Le staphylocoque doré (Staphylococcus aureus)
est I'espéce la plus pathogene du genre
Staphylococcus. Elle est responsable d'intoxications
alimentaires, d'infections localisées suppurées et, dans
certains cas extrémes, d'infections potentiellement
mortelles  (patient  immunodéprimé,  prothéses
cardiaques). S.aureus se présente comme une cogue en
amas (grappes de raisin), Gram
positif et catalase positif.

ATCC® 25923™

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae est une bactérie gram
négatif, non mobile et encapsulée. Cette anaérobie
facultative est un élément normal de la flore
microbienne de la bouche, du tube digestif et de la
peau des humains. Cependant, dans certaines
conditions, elle peut muer en un dangereux pathogene
et entrainer diverses infections, comme celles des

Voies urinaires.

ATCC® 33495™



https://fr.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A8ce
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pathog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Genre_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cocci
https://fr.wikipedia.org/wiki/Gram_positif
https://fr.wikipedia.org/wiki/Gram_positif
https://fr.wikipedia.org/wiki/Catalase

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis, bactérie ubiquitaire & Gram
positif, catalase positive, aérobie pouvant se
développer en anaérobiose, mobile par des flagelles
peritriches, formant des spores trés résistantes dont
I’élimination efficace nécessite des conditions
particuliéres. Malgré le fait qu’il s’agisse d’une
bactérie a faible potentiel pathogéne, elle peut donner
lieu a de redoutables infections dans certains cas ou

encore étre a I’origine d’une intoxication alimentaire.

ATCC® 23857™

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est un agent pathogéne
opportuniste qui «colonise» 1’épithélium respiratoire
de patients présentant des conditions prédisposantes,
telles la mucoviscidose, la ventilation mécanique,
I’immunodéficience ou la présence d’une maladie
pulmonaire, comme la BPCO. Son unique flagelle
ainsi que ses pili sont responsables de la mobilité de la

bactérie et de son adhésion a 1’épithélium respiratoire.

ATCC® 19429™

Enterococcus faecalis.

Les entérocoques sont des bactéries Gram
positif qui se présentent sous forme de diplocoques ou
de coques en chainettes. Ils sont anaérobes facultatifs,
immobiles et dépourvus de capsule. Cette famille
englobe une trentaine d’espéces qui ont longtemps été
classées dans le genre des streptocoques au vu de leurs
similitudes avec les streptocoques du groupe D. Les
deux principales espéces importantes en clinique sont
I’enterococcus faecalis et 1’enterococcus faecium, le
premier se retrouvant plus fréquemment que le second
(90% vs 10% environ).

ATCC® 49533™



https://www.atcc.org/products/all/49533.aspx

Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) est une bactérie qui
s’¢établit dans le tube digestif de ’homme et des
animaux a sang chaud. La majorité des souches d’E.
coli sont inoffensives, quelques-unes seulement sont
pathogénes. C’est le cas des souches d’E. coli dites
entéro-hémorragiques. Ces dernieres provoquent des
diarrhées sanglantes et produisent une puissante toxine
a Dorigine du syndrome hémolytique et urémique
(SHU). Réguliérement, des souches d’ECEH sont la
cause d’intoxications alimentaires via la
consommation de produits animaux mal cuits ou
consommeés crus. Les fruits et les légumes frais, ayant
été en contact avec ces souches peuvent étre également

a risque.

ATCC® 25922™




Annexe 6. Coloration de Gram

Figure 23. Observation de coloration de gram des bactéries, coloration de gram negative (1,
Escherichia coli. 2 Klebsiella pneumonia.. 3, Pseudomonas aeruginosa ) et gram positive (4,

Staphylococcus aureus . 5, Bacillus subtilis. 6, Enterococcus faecalis. )




Reésume

Dans le cadre de la valorisation des ressources naturelles, nous avons essaye dans cette
¢tude de contribuer a la connaissance de certains effets biologiques des feuilles de ’olivier
cultivé (Olea europea subsp europea var. sativa) récoltés dans la wilaya de Laghouat.
L’extraction des composés phénoliques a été faite par le systéme a reflux pendant 6h. Les
extraits obtenus a 1’aide de 1’acétate d’éthyle ont révélé des taux élevés de phénols totaux
de I’ordre de [44,65 + 0,35] mg d’équivalent d’acide gallique / 100g de feuille seches
pour la variété Chemlal et [42,04 £+ 1,13] pour la variété Sigoise. Nous avons utilisé la
méthode du DPPH pour I’évaluation de 1’activité antioxydante des polyphénols totaux.
Elle a révéle des valeurs de CI50 de 372,3 mg/ml pour la variété Chemlal et 130,1 mg/ml
pour la variété Sigoise. L’évaluation de I’activité antibactérienne n’a révélé aucun effet
sur les 6 souches testées. Les résultats obtenus dans la présente étude laissent apparaitre
que les deux variétés constituent une bonne source d’antioxydants naturels et pourraient

étre considérés comme un aliment fonctionnel ou ingrédient d'aliment fonctionnel.

Mots clés :
Feuille d’Olivier ; Olea Europaea ; Composés phénoliques ; Oleuropéine ;Effet anti -
radicalaire ;effet antibactérien
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Abstract

In the context of natural resources development, we have tried in this study to
contribute to the knowledge of some biological effects of the leaves of the olive tree
grown (Olea europea subsp europea var. Sativa) harvested in the wilaya of Laghouat. The
extraction of the phenolic compounds was made by the refluxing system for 6 hours. The
extracts obtained using ethyl acetate revealed high levels of total phenols in the order of
[44.65 + 0.35] mg gallic acid equivalent / 100 g dry leaf for the variety Chemlal and
[42.04 + 1.13] for the variety Sigoise. We used the DPPH method to evaluate the
antioxidant activity of total polyphenols. It revealed IC50 values of 372.3 mg / ml for the
Chemlal variety and 130.1 mg / ml for the Sigoise variety. The evaluation of the
antibacterial activity revealed no effect on the 6 strains tested. The results obtained in this
study suggest that both varieties are a good source of natural antioxidants and could be

considered a functional food or functional food ingredient.

Keywords :
Olive leaf; Olea Europaea; Phenolic compounds; Oleuropein, antiradical effect,

antibacterial effect.




