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Résumé

Les polyphénols font actuellement I'objet de nomiBes recherches scientifiques
visant a explorer et exploiter leurs propriétéscaydante et antimicrobienne tant appréciées
dans les domaines thérapeutique, alimentaire, dagméet pharmaceutique. C'est dans ce
contexte que le présent travail est mené sur Ketmln des activités biologiques des
polyphénols extraits des feuilles du laurier,’dévier, brindilles, margines récoltés dans la
région de Tizi-Ouzou, réputées pour leurs pharpéedraditionnelle en I’Algérie. L’objectif
éte d’analyser leurs propriétés antioxydantes tdrofgner leurs activités antibactérienne et
antibiofilms sur un ensemble de souches testéeatq@e souches). L'étudm vitro a
employé les capacités antioxydantes des extratenob apres avoir effectuer un dosage de
polyphénols totaux par la méthode Folin-Ciocalteactivité antimicrobienne a été évaluée
par la méthode de diffusion sur disque suivie d'datermination des parameétres d’inhibition
CMI/CMB. Alors que l'activité antibiofilm de queles extraits et I'acide tannique (AT) a été
effectuée sur microplaque a 96 puits.

Pour les extraits d’oléastre, de laugiemargines testés, les activités étudiées se son
avérees plus important dans les extrait polairéétidanol contre les bactéries Gram positif
gue Gram négatif. L'AT et les margines ont exercéeffet antibactérien et antibiofilm
considérable.

Mots clés: antioxydantes, antibactérienne, antibiofiimdyphbénols, olivier, laurier.

Abstract

Medicinal plant polyphenol compounds have increasgdkspread interest in the
search of alternative antibacterial agents becalifee perception that they are safe and have
a long history of use in folk medicine for the treant of infectious diseases. This study was
therefore undertaken to investigate theitro antioxidant activities, antibacterial and anti-
biofilm potential of several extracts obtainednfr@live mill byproducts, olive leaves, olive
pruning and noble bay-tree.

All samples were collected in Tizi-Ouzou area igeXia. the aim of our experiments
was to investigate their antioxydant propertiagtibacterien and antibiofilms activities, on
several bacterial strains (fourteen)vitro study, tested the antioxydant capacity of the
DPPH on the extracts obtained after polyphenol ntjfieation by Folin-Ciocalteu method.
Antimicrobial activity was evaluated by disc diffos method followed by CMI/CMB
determination, whereas the antibiofilm activitysoime extracts was carried out on 96 wells
microtitre plates.

For the extracts of oleastre, bay-ésaand olive mill wastewater tested, the studied
activities proved more significant in the polar rext as ethanol against Gram positive
bacteria than Gram negative. The TA and thgeslmill wastewater exerted a considerable
antibacterial and antibiofilm effects.

Key words : antioxydant, antibactérial, antibiofilm, polyptads, olive, bay.
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Introduction générale

Depuis des milliers d'années, I'humanitétiassé diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter et soigner toutetesade maladies. Ces plantes représentent un
réservoir immense de composés potentiels attrilawsgs métabolites secondaires qui ont
lavantage d'étre d'une grande diversité de stiathimique. lls possedent un trés large
éventail d'activités biologiques. Cependant I'ézatin de ces activités demeure une tache trés
intéressante qui peut faire l'intérét de nombreasades.

Actuellement, plusieurs questions se sontevées concernant la sécurité et I'efficacité
des produits chimiques utilisés en médecine. Eat,edurant les 20 dernieres années, il a été
prouveé que l'efficacité des antibiotiques a fortethmdiminué. Les bactéries en sont devenues
de plus en plus résistantes (ISERINE, 2001 ; MATY&Rl, 2008 ).

hY

L'usage généralisé des antibiotiques aetplescription a grande échelle parfois
inappropriée de ces agents ont entrainé la foregptation des souches bactériennes et la
sélection des souches multi-résistantes (HAMILTON-MER et SHAH, 2004).

Face aux limites thérapeutiques des antitpies classiques, les scientifiques ont été
poussé a orienter les recherches vers des nouvelles et surtout l'utilisation des principes
actifs des plantes (composés phénoliques, alcaloiugles essentielles...) comme agents
antibactériens.

La flore algérienne est caractérisée par déversité florale : Méditerranéenne,
Saharienne et une flore Paléo Tropicale, estim@tus de 3000 especes appartiennent a
plusieurs familles botaniques, dont 15% endémi@G&dJSSENEet al, 1982). Ce qui a donné
a la pharmacopée traditionnelle une richesse masle. Parmi celle-ciQlea europeae et
Laurus nobilis.

En effet, beaucoup d'études épdémiologique démontrée qu'une alimentation riche
en aliments d'origine végétale réduit considérabl@mplusieurs maladies comme les
accidents cardiovasculaires et certains types daeeca (DAUCHET et al, 2005). Les
propriétés préventives des aliments d'origine \adgé&tont dues a la présence de vitamines C,
E et A, de caroténoides et de composés phénol{@é® et al, 2003). Ces molécules sont
dotés d'un pouvoir antioxydant, généré par lesceadi libres qui affectent aussi bien
I'organisme humain que les différents groupes altaiees existants (ROLLANE al, 2004).

Les plantes médicinales forment une ressophggogénétique qui ne cesse de susciter
I'intérét de la communauté scientifique. En eftiefpuis des temps immémoriaux, les herbes
et les épices ont été utilisées non seulementlpaus pouvoirs aromatisants mais aussi pour
leurs propriétés medicinales, antiseptiques et exgafrices lesquelles actions sont
gouvernées par leurs constituants antimicrobienangibxydants (ALMEIDA-DORIA et
REGITANO-DARCEN, 2000).

L’objectif de notre travail sera la val@&i®n de la biodiversité de notre région a travers
'étude des extraits du Laurier noble et de sowshpit oléicoles. La valorisation de ces
derniers englobera plusieurs aspects, le dosagepdiyphénols totaux des extraits et
I'évaluation de leurs activités biologiques (antimbienne, antibiofilm et antioxydante).




Introduction générale

(pathogénes et d’altération des aliments). Cetideétera effectuée sur quatorze souches de
références (pathogene et d'altération).

Notre travail sera scindé en cing chapitres : ltes tpremiers chapitres seront consacrées a
I'étude bibliographique comme suit:

-Le premier sera dédié a une description botanigueérale des espéces étudiées

(Laurus nobilis et I'oléastre) et leurs répartitions géographigues

-Le deuxieme chapitre donnera un apercu sur lagppéhols et leurs modes d’action;

- Le troisieme chapitre donnera quelques notionsesibiofilms bactériens.

Dans la deuxiéme partie, nous axeronsenwavail sur des extractions des plantes
etudiées en premier temps, suivi d'un dosage pandthode de folin ciocalteu afin de
guantifier leurs compositions en polyphénols totdiaxmise en évidende vitro du potentiel
antioxydant des extraits sera présentée dans laithanatériels et méthodes. Ainsi, nous
emploierons le test du pieégeage du radical libr®BP Ce chapitre abordera aussi une étude
du pouvoir antimicrobien des extraits polyphénadisjuvis-a-vis de quatorze souches
bactériennes ainsi, que l'activité antibiofilm ersveept souches. Les résultats et la discussion
de chaque expérimentation de notre travail, sewpbsés dans le dernier chapitre.
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|. Généralités sur l'olivier
[.1.1.0rigine et Histoire

L’olivier est un arbre connu depuis l'anfiig@ grecque et romaine. Il apparait dans
I'histoire et les mythes comme un embléme de fditénun symbole de paix et de gloires
(LALLAS et al. 2011). D'apres BITONTé&t al2000), il en ressort que l'existence de
I'olivier remonte au Xéme millénaire avant Jésul§ BN TI et al, 2000). Depuis I'antiquité
l'olivier a faconné le paysage méditerranéen (DOWVER BALDONI., 2007). Selon
MOUSSOUNI(2011), la culture de l'olivier prend songine de I’Asie mineur et est étendu
de la Syrie jusqu’a la Gréece.

1.1.2. Description botanique

a.Olivier

Olea europaeast une espece d’arbre ou d’arbustes de la fanek®leaceaeépandue a
travers I'Afrique, I'Asie et 'Europe Méditerranéed& et dont une variété a été domestiquée
et cultivée pour devenir I'olivier, qui se disting par sa longévité et sa productivité, il peut
devenir plusieurs fois centenaires (VILLEMEMEUR dOSBA, 1997). Selon
AMOURETTI et BRUN (1993), I'aspect général de Raér est celui d’'un arbre toujours
vert dont les dimensions et les formes sont extnéeme variable, Il est moyennement trapu
(moyenne de 2m), pouvant atteindre les 15 metrémdieur (WAGNER., 1999).

a.l Les feuilles
Les feuilles de I'olivier sontpersistantds, couleur vert foncé a leur face supérieure et
présentent un aspect argenté, du a la puriney &alesiinférieure. (ARTAUD., 2008).

a.2les fleurs
Les fleurs sont petites et blanchatre jaunatreguatre pétale, sont réunies en grappe a
l'aisselle des feuilles. (ARTAUD., 2008)

a.3 Les fruits ou olive
L'olive est le fruit de l'olivier qui est une drup@ec une pulpe ovoide, riche en matiére
grasse, de couleur verte puis noire a maturité t&mpSes dimensions sont trés variables
suivant les variétés, constituant de trois partiépicarpe (la peau de I'olive), Mésocarpe
(pulpe de fruit), endocarpe constitué par un fusii® trés dur protégeant une seul graine a
albumen huileux (ARTAUD., 2008)

b.Olivier sauvage

L’olivier cultivé (O. europaed.. var. Sativg a été dérivé de la domestication de l'olivier
sauvage ou l'oléastreO( europaeal. subsp.sylvestri3 (ZOHARY., 1973). L'oléastre
difféere de l'olivier cultivé par la présence desupses courtes et épineuses, des fruits de
petite taille, une faible teneur en huile (TERRAL ARNOLD-SIMARD., 1996). Les
feuilles de l'olivier sauvage sont de courte longuale largeur moyenne. Les fruits de la
plupart des oliviers sauvages en une forme elljgtiget avec un faible poids. Une
corrélation élevee et significative des dimensials fruit et la teneur en huile a été
observée. Cela pourrait étre d'intérét pour lsgtion des oliviers sauvages. En dépit de cela,
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il convient de mentionner que les oliviers sauvagesc des poids de fruits 1,3 g et le
pourcentage d'huile d'olive dans la matiere sech® 30 est comparable aux valeurs
mentionnées pour certains cultivars d'oliviers (HMWACHI et al, 2008).

1.1.3. Taxonomie et systématique

L'olivier appartient a la famille des oléacées. danre est appeléOled’ et comporte 30
especes différentes réparties sur la surface daegldespece cultivée en Méditerranée est
"Olea europa€eg dans laquelle on trouve l'oléastre ou l'olivieauvageDlea europaea
sylvestris), et l'olivier cultivéQlea europaea sativa(SPICHIGERet al, 2002 ; DUPONT

et al, 2007).

La classification botanique de l'olivier selon (EBIRA., 2008) est la suivante :

Régne Plantae

EmbranchementMagnoliopyta

Sous- embranchemenmMagnoliopytina

Classe Magnoliopsida

Sous-classeDialypétales

Ordre :Lamiales

Famille :Oleaceae

Genre Olea

Especes Olea europea L

Sous-especeO. europea subsp.europeaariété sylvestris
O. europea subsp. Europaeariété.europeae

1.1.4. Répartition géographique

L'olivier (Olea europaeasubspeuropaeavar europaea est I'une des plus anciennes
cultures d'arbres agricoles dans le bassin méaitéen avec une importance culturelle et
economique remarquable. En fait, & ce jour, plusiduavaux se sont concentrés sur
I'évaluation de la distribution et de la varialélientre les olives cultivées et sauvages
(LAVEE., 2013). Plusieurs centaines de divers icaifs d'oliviers géographiquement
existent dans le bassin méditerranéen. lls sendistnt par la morphologie des feuilles, la
forme de drupe et la couleur, la composition deilehet de la phénologie (adaptation avec
les climats) (BRETONet al, 2008). Les populations d'olivier sauvage sontitées a
guelques secteurs isolés des foréts natales dédédvranée, ou le pollen peut étre distribué
par le vent et les oiseaux(LUMAREAt al, 2004).. D'autre part, la pollinisation croisée
entre les oliviers sauvages restants et les cudtidamestiqués plantés pourraient conduire a
une augmentation des olives sauvages (LAVEE., 2013)

Selon les botanistes, I'aire de répartition deiviel est synonyme de “région
méditerranéenne”. L'olivier@Qlea europaed..) est cultivé autour de la méditerranée et de
la mer noire surtout en : Espagne, ltalie, Gréceqiie, France, Tunisie, Algérie et Croatie
(figurel). Cette répartition géographique est iaficée par des facteurs climatiques et
pédologiques. (GAUSSORGUES, 2009 ; CARRIENal 2010).
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Figure 1. Aire de répartition de l'olivier sauvage et cudvdans le bassin méditerranéen.
(CARRIONEet al, 2010).

[.1.5. Utilisation traditionnelle et propriétés pharmacologiques

Les feuilles ont été largement utilisées darss remédes traditionnels dans les pays
européens et méditerranéens comme des extraitisdess, et des poudres. lls contiennent
plusieurs composés potentiellement bioactifs (WATNEN et al, 2013). Les feuilles
d’olivier sont diurétiques et préconisées danspdryension artérielle modérée. L'extrait de
feuilles est utilisé comme adjuvant dans les fordéegres de diabéte (au cours de la
grossesse ou en cas d'obésité) (GHEDIRA., 20083. étedes cliniques récentes ont
montré qu’une dose de 500mg de I'extrait dedlésud oliviers, deux fois par jours, peut
remplacer une dose de 12,5-25mg en Captopril, dabhaissement des tensions artérielles
systoliques et diastoliques chez les patients hgpdus (SAUSALITet al, 2010).

Les feuilles ont aussi été largement utiliséedagm que reméde pour le traitement de la
fievre et d'autres maladies comme le paludismesihint été consommées sous forme d’un
extrait, d'un ensemble de poudre de herbor ou d¢iskties sont dotées de divers propriétés
pharmacologiques parmi elles la propriété antioryela anti-hypertensive, anti-
inflammatoire, hypoglycémique et hypocholestérobintes. Les feuilles possedent
également des propriétés antimicrobiennes contriicg micro-organismes tels que des
bactéries, des champignons et mycoplasmes (GHANERARI, 2012).

1.1.6. Valorisation de sous-produits oléicoles

L’industrie oléicole, en plus de sa productiomingipale qui est I'huile, génere deux
résidus l'un liquide (les margines) et l'autdide (les grignons) qui représentent un
pourcentage important du poids total deseglivraitées. De plus, l'olivier, a travers la
taille engendre des feuilles, des brindilles @u gros bois (NEFZAOUI, 1991 ;
SAYADI et al 2000 ).De nos jours, la pollution joue un rolejena dans la destruction de
la nature. Etant donné que les margines sont cérégdcomme un polluant de I'industrie
oléicole, le plus souvent rejetées dans le miliaturels, notamment dans les rivieres, cela
impose des traitements de dépollution et de vatos. La figure 2 résume les principales
voies de valorisation des sous-produits oléic§leERMECHEEet al., 2013).
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Figure 2. Valorisation de sous-produits oléicoles (DERMECetml, 2013).




Etude bibliographique Chapitre | : Les plantes méitiales

1.2. Généralités sur le laurier

[.2.1.Histoire

Laurus nobilisest un arbre connu dans la mythologie grecquenediree comme un embleme

de la victoire et le succes (LEUNG et FOSTER, 1986)Laurus était consacré a Apollon, le
dieu grec de la lumiére, et un symbole de paiedadictoire utilisé pour faire des couronnes
des empereurs, des généraux, et les poetes.

A Rome, les feuilles de laurier été a la fois uedinament et une épice. En infusion,
ses feuilles étaient consommeées pour leurs eftatslgifs et toniques sur I'estomac et la
vessie, sous forme de cataplasme, elles passamemtgoulager les piqures de guépe ou
d’abeille. Au £' siécle de notre ére, le médecin grec Dioscoridainque I'écorce de laurier
«brise les pierres(dans les reins) et soulageffiestians du foie ».

Lorsque les médecins grecs ont terminé leurs sfuile ont été couronnés de
branches de laurier appelé lauris baca, et qui @ a donné naissance au baccalauréat
terme, qui désigne l'accomplissement d'un degra. plas I'huile de laurier ou du beurre,
obtenu a partir des fruits (baies) lderus nobilisest un ingrédient essentiel de la pommade
Laurin, une médecine populaire pour les rhumatisetda goutte et pour le traitement de la
rate et maladies du foie. Il trouve également apfbn en meédecine
vétérinaire(CONFORTI., 2006 ; . RAGHAVANMNt al, 2007 ; JESSE WAGSTAFF., 2008 ;
BALLABIO et GOETZ., 2010 ; OCHIKHet al, 2011).

1.2.1.0rigine

Originaire du bassin méditerranééaurus nobilispousse dans les lieux humides et
ombragés, également dans les jardins, ou elleuéistée comme condiment (ISERIN, 2001).
De nos jours, la plante est largement cultivée dbesucoup de pays comme plante
ornementale et pour la production commerciale dels la Turquie, I'Algérie, la France, la
Grece, le Maroc, I'Amérique centrale et les EtatssUMeéridionaux (DEMIRet al, 2004;
BARLA et al, 2007).

1.2.2. Description botanique

Laurus nobilis,Arbuste ou arbre aromatique dioique (a sexe sépaig)ousse sauvages ou
cultivées, de 2 a 10m de haut, atteignant parfeéshauteur de 15-20m(20 a 30 pieds). A tige
droite grise dans sa partie basse et verte en I&m4. feuilles sont alternés, coriaces,
légerement ondulées sur les bords, longues de 1&uci® cm de large, persistantes toujours
verte Les fleurs, jaunes, groupées par 4 a 5 step@mbelles. Le fruit est une petite baie
ovoide de 2cm de longueur sur 1cm de largeur, vaninissé a maturité (ISERIN, 2001 ;
DEMIR et al, 2004 ; BELOUED., 2005; NURBASet BAL., 2005 ; H@ et ALTUNTAS.,
2006 ; NAYAK et al, 2006; SANTOYCet al, 2006; YAHYA et al, 2008 ; HAMROUNI et

al., 2011).
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Figure 3.Aspect morphologique duaurus nobilisBELOUED
(2005).

[.2.3. Taxonomie et systématique
Laurus nobilit.., appartient a la famille des lauracées qui renfe3thgenres et environ
2000-2500 espéeces (BARL al, 2007).
Sa place dans la systématique botanique est déomiene suit BALLABIO et GOETZ.,
2010).
Régne Plantae
Sous-regneTracheophyta = Tracheobionta (Cormophyta)
Division :Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Laurales
Famille Lauraceae
Genre Laurus
EspecesLaurus nobilis L

[.2.4. Répartition géographique

Le laurier est la seule espece représertaramille des lauracées dans la région
méditerranéenne en particulier en (Turquie, Gr&spagne,ltalie, France). Actuellement, la
plante est largement cultivéecomme plante ornereemtans le sud et l'ouest del'Europe,
’Amérigue centrale et aux Etats-Unis. Il fait [jeb de production commerciale dans
beaucoup de pays tels que la Turquie, la Franc@réae, le Maroc, '’Amérique centrale et
les Etats-Unis Méridionaux, et I’Algérie.Pour cedkerniere, il est retrouvé Dans les forets et
ravins humides et commun dans le tell algéroisogist@ntinois. Il pousse aussi de facon
spontanée dans la garrigue et les bois en Europetear de la Méditerranée.(REGNAULT-
ROGER., 1997 ; ARROYO GARICIALet al, 2001 ; IVAN., 2001; DEMIRet al., 2004;
BELOUED., 2005 ;BEISA et DUNFORD., 2006 ; KILIC ALTUNTAS., 2006 ; BARLAet
al.,, 2007 ; RAGHAVAN et al, 2007 ;SANGUNet al 2007 ; DE MARINO., 2008 ;
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VILLUPANOOR etal, 2008 ; DERWICH., 2009 ; EMANet al, 2010 ;HAMROUNI et al,
2011).

Figure 4.La région MéditerranéenfANONYME., 201()

1.2.5. Utilisations traditionnelles et propriétés pharmacologiquedes feuilles deLaurus

nobilis.

Le laurier a des applications importantes en médetraditionnelle et représen un sujet de
recherche scientifique intéressant (Sllet al, 2003).Cette plantest principalemerutilisée,
par voie orale, dans le traitement symptomatiquetaribles e I'appareil digestif supériel
(ISERIN., 2001).L’extrait aqueux est utilisé dans la médecine tradnelle turque en tai
gu’antihémorroidal, antirhumatismal, diurétiquecemme un antidote dans des morsure
serpent(KIVCAK et MERT., 2002). Dans la médeciraditionnelle iranienne, les feuilles

cette plante ont été employées pour traiter I'@gile et le parkinsonisme (AQIl
KHORASANI., 1992).

L’huile essentielle obtenue des feuilles de cettante a été employée pour
soulagementd’hémorroides et des douleurs rhumdiasm@®AYYAH et al, 2002). Elle
compte parmi les meilleurs moyens d’éloigner leseates génants (DEMlet al, 2004 ;
BELOUED., 2005).
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II.1.Généralités

La plante est le siége d'une intense actimiééabolique aboutissant a la synthése de
principes actifs les plus divers. Ce processus Imoéitpue est lie méme aux conditions de
vie de la plante : la plante doit alors faire faaede multiples agressions de
I'environnement dans lequel elle vit (prédateursy@morganismes pathogenes, etc).

Il est concu donc que la plante puisse dépeloun métabolisme particulier lui
permettant de synthétiser les substances les plteysds pour se défendre : les
métabolites secondaires (KANSOLE, 2009).

Les métabolites secondaires sont produitséanfaible quantité, il existe plus 200000
métabolites secondaires classés selon leur appagenchimique en l'occurrence, les
terpenes, les alcaloides, les composés acétylénigles cires et les composés
phénoliques. Ces derniers sont 'une des prirespahsses de ces métabolites
( VIGNEAU, 1985 ; CUENDET, 1999).

Les polyphénols constituent une famille de éooles largement répandues dans le
regne végétal. On les trouve dans les plantes,isi&gmiracines jusqu’aux fruits. lls sont
des métabolites secondaires, ce qui signifie qo’ggercent pas de fonctions directes au
niveau des activités fondamentales dans I'organiggétal, comme la croissance, ou la
reproduction (BELKHIRI, 2009).Par opposition aux métabolites primaires qui
alimentent les grandes voies du métabolisme bidsabnt essentiels dans linteraction de
la plante avec son environnement (RICHTER, 1993).

Les polyphénols forment une immense famillgolls de 8000 structures phénoliques
identifiees (WILLIAMSON et MANACH, 2005 ; TAO et LMBERT, 2014), allant de
molécules phénoliques simples de bas poids moliéeukds que, les acides phénoliques
a des composés hautement polymérisés comme leasdKOWAUH et al, 2004).

lIs sont divisés en plusieurs catégories (DACOSIWQ)3):
- Les flavonoides qui représentent plus de la édigis polyphénols ;
- les tanins qui sont des produits de la polymédsales flavonoides ;
- les acides phénoliques et les coumarines ;
- les lignanes et d’autres classes existent en resydonsidérables.

Les CP peuvent intervenir dans les inteoastiplante-plante (allélopathie, inhibition
de la germination et de la croissance). Parmi oegpose€s, se trouvent les polyphénols,
les lignines, les stilbenes, les flavonoides, leénglpropanoides, les anthocyanes et les
tannins. lls peuvent permettre aussi aux plantegsister aux diverses agressions vis-a-
vis des organismes pathogenes et environnemer@Eg et JOHNSON, 2001). lIs
participent de maniére tres efficace a la tolératee végétaux a des stress variés, donc
ces composeés jouent un réle essentiel dans I'Brpuidit 'adaptation de la plante au sein
de son milieu naturel. D'un point de vue thérapgugtj ces molécules constituent la base
des principes actifs que I'on trouve dans les ptantédicinales (MACHEIét al, 2005).

10
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I1.2. Structure chimique et classification

Les polyphénols sont des molécules trés diversifiéenstituées d'un ou plusieurs
cycles benzéniques portant au moins une fonctyoindxyles, libre ou engagé dans une
autre fonction chimique : éther, ester, ou hétém$HANDIQUE et BARUAH, 2002 ;
BALASUNDRAM et al, 2006). lls peuvent étre regroupés en de nombsecdssses
suivant la complexité du squelette de base (noyd € degré de modification de ce
squelette (oxydation, hydroxylation..) et enfinvauit les molécules auxquelles ils sont
associés (glucides, lipides, protéines, autres boétes). Les formes les plus simples
sont représentées par deux principaux groupesdiéwivient de nombreux composés : les
acides phénoligues et les flavonoides. Les formesiptexes sont issues de la
condensation de certaines formes simples et repfeente autre les tannins et les
lignines (BENARD, 2009).

On distingue trois principales classes :
-les acides phénoliques (acides hydroxbenzoiqeeesahydroxycinnamiques);
-les flavonoides;
-les tannins et lignines, ainsi que les coumaratdss stilbénes qui sont rares (NKHILLI,
2009).

11

—
| —




Tableau I.

Partie bibliographique

Chapitre Il : Les pqikiénols

CROZIERet al, 2006 ; FOURNIEFLARENTE, 2014)

Principales classes des composés phques (HARBORNE, 1989 ; MACHEI, 1990 ;

Classes Squelet,te Exemple Formule Origine
carboné
C6-C3-C6 Naringénine 2 Fruits du genre
Flavanones Eriodictyol A’OT@\ Citrus
A
C6-C3-C6 Kaempférol ~ Fraise, Persil,
o ceten
Flavones Y N céleri.
N \.nr- Fi
C6-C3-C6 Daidzéine, AN Graine de soja
Isoflavonoides Roténoide L Jn\l N Thym
0 |J Camonmille
C6-C3-C6 Quercétine Oignon,poireay
. o : A
0 Kaempférol i brocolis, thé,
@ | Flavonols Ko AN A
:g L pommes,chou
S o L o frisé, vin rouge
3 moneres C6-C3-C6 Procyanidol ‘
TR 0 Raisins, Kaki
" Condensé | (C6-C3-C6)n| Constitués de sou ‘ ’
o unités catéchine e
% Polymeres ou épicatéchine "Lwi-,_..k
L |(Tannins) |Hydrolysa Constitués d’acide
bles gallique ou
éllagique
C6-C3-C6 Delphinidol \/@ Raisin
Anthocyanines L Cabernet-
- Sauvignon
Butéine = |Latomate
Chalcones e
C6-C1 Acide gallique Artichaut
w . ’ .
g Acides pheéenoliques QCDDH
-
3 g C6-C2-C6 | Trans-resvératol, ~™ Raisin
| Stilbénes Hydrangénol, ROR Pin
- Pinosylvine L
( ]
L )
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(C6-C3)2 Entérodiol, _ Bactéries
Lignanes Matairésinol ! ~|intestinales
Chardon
. C6-C3 Ombelliféerone PPN Carottes,
Coumarins gP! .
Ho” 0" coriandre

[1.3. Biosynthese des composés phénoliqt
[1.3.1. Voie d'acide shikimique

Les acides aminés aromatiques (phénylalanine eskity) sont a l'origine de
plupart des molécules phénoliques chez les végétascacides aminés sont formé
partir des sucres simples issue du métabolismeapenpar la voie de l'acide shikique
(YAHIAOUI, 2012). Cette voie conduit aprés transaation et désamination (
phénylalanine a donner naissance au précurseuwt dige phénols : I'acide cinnamique
a de nombreux dérivés tels que les acides benz ou les phénols simples (KNAG(,
2003).
[1.3.2. Voie d'acide acétiqu

La voie d'acétate conduit a la formation des pr-coesters (polyacétates) qui sont
longueur variable menant a des composés polycyasicpar cyclisation tels que |
dihydroxy-1,8 anthraquinones ou les neoquinones (BRUNETON, 1999 ; NACZK
SHAHIDI, 2004).

Cette voie donne naissance aux flavonoides dosglelette de base a une dot
origine:
-3 molécules d'acétyl COA (cycle /
-Une molécule de poumaryl COA (cycle B et I'hétérocycle
La condesation de ces unités donne naissance aux flavaneitdparticulierement at
pigments anthocyanes et flavonols ou encore certaomomeres de types flavanols d
la polymérisation conduaux tanins condensés. (YAHIAOUI, 2012).
[1.3.3. Voie de phénylprcpanoide

La voie de phénylpropanoide commence par la phemjtee (Phe) qui fournit e

plus des principaux acides phénoliques simplesneoines, isoflavonoides, flavonoid
acide salicylique, des précurseurs de lignine, gsi quantitativement le sed
biopolymeére le plus important aprés la cellulosBRHFES, 2008

[1.3.4. Voie de biosynthese des flavonoic

De plus la diversité structurale des composés péliyplique due a cette double
origine biosynthétique, cela est encore accrue lpaoossibilité d’'une participatic
simultanée des deux voies dans I'élaboration de posés d’origine mixte, le
flavonoides (MARTIN et ANDRIANTSITOHAINA, 2002

—
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[1.4. Activités biologiques des composés phénoligt

Les composés phénoliques sont connus par leurs pblgsiologiques tres importe
aussi bien dans le regne végétal qu'animal. Eromage leur structure, les compo:
phénoliques sont capables de se fixer suaines enzymes et protéines, et de mod
ainsi les équilibres enzymatiques : ils joueraiant rle dans les chaines d’ox-
réduction et modifieraient certaines réactions eomant la croissance, la respiration €
morphogenese. Dans le regne vé( ces substances sont souvent impliquées dat
mécanismes de défenses élaborés par les végétatig & prédation par des insect
des herbivores et contre les infections et les sagyas microbiennes multipleLO
SCALZOet al, 1994 ;UCCELLA, 2001).

Outre, les composés phénoliques seraient associé®e amombreux process
physiologiques croissance cellulaire, difféeretio@ dormance des bourgeo
floraison, tubérisation... (OZKAYA et CELIK, 1999 ; M.IK et BRADFORD, 2006).
Les composés phéliques sont aussi responsable des propriétésrsgagles plantes t
gue la couleur, le godt et parfois I'odeur. En jpliyérapie, I'effet de nombreuses plar
médicinales est attribué en tout ou partie aux am@p phénoliques dans ces plantes.
substances possedent des activités biologiquedequiendent bénéfiques a la se
humaine (Fig. p Beaucoup d’études indiquent que les polyphépolsgraient diminue
le risque de survenue d’un certain nombre de patjied, en particulier celles li¢ au
vieillissement et aux lésions oxydatives (cancemsladies cardiovasculaires
neurodégeénératives) (LEONG et SHUI, 20

Anti-oxydant

Action sur les cellules du

systéme mumunitaire [X
Détoxifiant w—

Vasodilatatewr

N

Polvphénols

Anti-angiogénique

Anti-tumoraux

4

=

\\

Anti-mflammatoire

Anti-agrégant
Anti-thrombotique

Anti-apoptonique

Antibacténen

Figure 5. Effets biologiques des polyphénols
(MARTIN et ANDRIANTSITOHAINA, 2002’

BN

Les activités biologiques relatives a ce type denmmsés sont relativeme
diversifiées. Chaque classe chimique de polyphésmisble étre utilisée pour ses vel
spécifiques (MARTIN et ANDRIANTSITOHAINA, 2002). lsecomposés phénoliqu
sont princpalement reconnus pour leur activité antimicrobéemh antioxydante, cet
derniére est d'un intérét général avec les récemdesuvertes sur la prévention (
cancers (KARAKAYA, 2004). Certains d'entre eux, tgele les coumarines, possed
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des propriétés anti-inflammatoires (FYLAKTAKIDO# al, 2004). D'autres, tel que les
lignanes, possedent des propriétés cytostatigueABTEMARIAM, 2003). Les
flavonoides, une vaste famille de composés phamegigprotégent les tissus végétaux
contre les rayons UV. La principale activité leuarg attribuée est une propriété «
Vitaminique P » : ils diminuent la perméabilité aegpillaires sanguins et les rendent plus
résistants. Certains possedent également des d@eprianti-inflammatoires, anti
allergiques, hépatoprotecteurs, antispasmodiqugsocholestérolémiants, diurétiques,
antibactériens, antiviraux et parfois cytostatiquks agissent aussi parfois comme
piégeurs de radicaux libres et comme inhibiteuryemtiques.

Les composés des autres familles de ce grdapghocyanosides, tannins et
polyacétates) présentent frequemment des proprie&apeutiques similaires a celles
des flavonoides et des composés phénoliques emraggBRUNETON, 1993). Le
tableau suivant représente les activités biolaggqie quelques composés phénoliques.

Tableau Il : Activités biologiques de quelques composés phéneigBRUNETON,
1999 ; HENNEBELLE, 2006).

Composés phénoliques Activité biologique
Ac. Phénols - Ac. caféique - Antibactérienne
- Ac. salicylique - Antifongique
- Antioxydante
- Tanin gallique - Effet stabilisant sur le collagéne
- Proanthocyanidine - Antioxydant
Tanins - Antidiarrheique
- Antiseptique
- Vasoconstricteur
- Lutéoléine - Antitumorale
- Catéchine - Anticarcinogene
Flavonoides - Hespéridine - Anti -inflammatoire
- Quercetine - Antioxydante, antiallergique,
- Naringénine antiulcéreuse
- Antivirale,antimicrobienne, hypotenseur
- Diurétique
- Dicoumarol - Anticoagulant, antioxydant
Coumarines - Protectrice vasculaire

- Antioedémateuse

—
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I1.5. Sources des composés phénoliques
Les polyphénols ne sont pas synthétiséslepaorps humain, par contre ils sont
largement présent dans le regne végétal, et fanjet' d'une consommation quotidiennne
chez I'hnomme (DWYER et PETERSON, 2002). lls sewent répandus dans la majorité
des organes végétaux consommes par 'hnomme : disoje café, riz...), fruit (raisin,
citrus, olive...), feuilles (thé, nombreuses épicesnarin, thym...) ou autre organes
(oignon, jeunes germinations de blé ou d’avoingatpadouce...). lls sont présent aussi
dans les produits transformés dans les produitssinels issus de ces mémes sous une
forme plus au moins transformé, tels que le judrdi, vin, biere, thé, café, huiles,

dérivés de ceéréales) (MACHED&t al,

2005 ;

DIMITRIOS, 2006).
Récapitulatif des principales sources alimentaides polyphénols
(KEBBAB, 2014). (modifié)

Tableau

BLASUNDRAM et al, 2006 ;

Classes de Sources alimentaires Références
polyphénols
Les stilbénes -le raisin et son jus, -(LAMUELA-
_ . _ RAVENTOS et
-Ie's pgles, le chou rouge, les épinards et cedalantes al.1995).
médicinales,
. . -(CASSIDY e al.
-les cacahuetes et le beurre de cacahuetes,
2000).
= OEE: (CROZIER e al.
2009).
-(ROMERO-PEREZ
et al. 1996).
Chalcones -la tomate (la peau, le ketchup) la pomme (peaair &t -(KRAUSE et
dihydrochalcones épépines) GALENSA.1992

GUYOT et al. 1998).

(Epi)cathéchine

-I'abricot et la cerise
-les péches, les prunes, les fraises, le chodeldié vert

-les pommes et les poires,.

(D'ARCHIVIO et al.
2007).

-(GRAHAM. 1992).

-(AMIOT et al. 1995)
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Les anthocyanes -baies comme le cassis ou les mdres -(CLIFFORD. 2000
_ ) ) _ MANACH e al.
-fruits rouges comme les myrtilles, fraise ou lasme 2004)
-les vins.
Les lignanes -graines de lin -(THOMPSON et al.
L i . 1991 :
-céréales(les triticales et le blé). ADLERCREUTZ et
-fruits (les poires et les prunes) MAZUR.1997).

-certains légumes (ail, asperges et carottes)

-legumineuses comme les lentilles.

I1.6. Méthodes d'extraction et d'analyse des compés phénoliques
L'extraction, la séparation, la caractérisatioheetiosage des composées phénoliques
se fait selon plusieurs méthodes, les plus utdissfeemployées sont résumé dans les
tirets qui suivent :
.Extraction
» Extraction par les solvants (macération)

Le contacte entre le solvant (liquide)aematiere vegétale (solide) a pour but de
libérer les polyphénols présents dans les cellpfesrupture du tissus végétale et par
diffusion (OWEN et JOHNS., 1999 ; HAYOUN al.,2007).

» Extraction par chromatographie sur colonne

Elle consiste a absorber sur une résumetyge C18 pour les polyphénols et
flavonoides des extraits végétaux puis a éluer ceédgnent les substances
polyphénoliques au moyen d'éthanol ou méthanolaque

» Extraction supercritiques (SFE)

Le CO2 supercritique, utilisé comme sotvd'extraction, du fait de sa faible
viscosité lui confere une grande capacité de ddfusui permettant d'avoir acces a des
composées phénoliques liés a la paroi cellulairsaetensité relativement élevé lui
confere un pouvoir de solvatation ce qui permemailleur taux d'extraction. -Procédé
non dénaturant. -Temps d'extraction réduit (CHAN&ZNAH, 2009).

. Séparation et purification

» Chromatographie sur couche mince (CCM)
Séparation et purification des différents constitaaen fonction de leur taille et de leur
forme Les constituants du mélange se séparent igaation différentielle : chacun d'eux
est d'autant plus entrainé par I'éluant qu'il &st poluble dans celui-ci et moins adsorbé
sur la phase stationnaire (TISSUT, 1967).

—
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» Chromatographie liquide haute performance (HPLC)
L'échantillon a analyser est poussé par un liga®elée phase mobile) dans une
colonne remplie d'une phase stationnaire de fiaaudométrie (les "grains” sont de trés
petite taille). Le débit d'écoulement de la phassbite est élevé ce qui entraine une
augmentation de la pression dans le systeme. Gediébé diminue le temps nécessaire
pour séparer les composants le long de la phasenstaire (CASTANEDAet al., 2009).

» Chromatographie phase gaz (CPG)
Les difféerents solutés gazeux vont se séparer pgration différentielle le long de la
phase stationnaire (COLIN-HENRIOét al., 2008).
. Dosage

» Dosage par spectrophotométrie

Par méthode de Folin ( non spécifique) (HARBIE et al.,2009). Méthode
analytique quantitative qui consiste a mesurerstidiiance ou la densité optique d'une
substance chimique donnée en solution. Plus cgce est concentrée plus elle absorbe
la lumiére dans les limites de proportionnalitésere@es par la loi de Beer-Lambert. La
densité optique des solutions est déterminée paspeactrophotomeétre préalablement
étalonné sur la longueur d'onde d'absorption despdee chimique a étudier
(HARBOURNE €t al, 2009).

* Dosage par HPLC
Séparation sur colonne phase inverse C18 et dateati'aide d'un spectrophotométre
UV 171 (LAWSON, 2006).

I1.7. Activité antioxydante
[1.7.1. Généralités

La biologie des radicaux libres connaitaraissant intérét, vue leur rble dans les
phénomeénes aigus tels que le traumatisme ou lisEhéinsi que leur implication dans
de nombreuses pathologies chroniques associéegiigsement tels que le cancer, les
maladies cardiovasculaires et inflammatoires et dégénérescence du systeme
immunitaire (GUINEBERTet al, 2005).

L'élément indispensable a la vie de tossolganismes aérobies est bien I'oxygéne,
puisque il permet en oxydant les substances orgesigians leur mitochondrie, de
produire la majorité de I'énergie chimique. En meslze, I'oxygéne peut étre une source
d’agression pour ces organismes qui convertisser@ partie de cet élément en
métabolites hautement réactifs : les radicaux $ibgeii peuvent étre d’origine endogene
ou bien exogéne (PANDEY et RIZVI, 2011 ; KALAB al, 2012).

11.7.2. Définition d’'un radical libre et le stressoxydant

Les radicaux libres sont des atomes, mt#écwu des parties de molécules
contenant un ou plusieurs électrons non appariés léar orbite extréme tels que I'anion
superoxyde (&8 ), le radical hydroxyle (OB, et le monoxyde d’azote (ND(WU et

—
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CEDERBAUM, 2003). Ces espéces radicalaires tretalifes et trés réactives sont
produites d’'une maniére continue et par des souerelbgénes au sein de notre
organisme, dans le cadre de nombreux phénomenlegibites. Par exemple, lors de la
respiration cellulaire, les peroxysomes et le systéle cytochrome P-450. Ces radicaux
sont responsables de I'altération de I’ADN, du Nissement cellulaire qui est a la base
de certaines maladies comme I'athérosclérose, neeca maladie d’Alzheimer ou la
maladie de Parkinson (FAVIER, 2003).lls devienneotifs quand ils sont en exces et
induisent certains dommages au niveau de la steicties protéingesdes lipides
(POURRUT, 2008) des acides nucléiques (FAVIER, 2003

Par ailleurs, il existe d’autres dérivées oxygaastives dont leur toxicité est tres
importante tel que I'oxygéne singlet (02), I'ozofeeperoxyde d’hydrogéne (B,), et le
peroxynitrite ONOQDACOSTA, 2003 ; FAVIER, 2003)

Ce déséquilibre est a l'origine de nombreux fastemotamment les polluants
présents dans I'air que nous respirons et I'edesesliments que nous consommons. Les
rayons ultraviolets du soleil, d'autres radiatiolasfumée de tabac et I'exercice excessif
sont également des facteurs qui augmentent coabigénent la présence des radicaux
libres dans notre systeme (FAVIER, 2003).

11.7.3. Antioxydants

Un antioxydant est toute substance, présente &ameentration inférieure a celle
du substrat oxydable, qui est capable de retaudeerévenir 'oxydation de ce substrat
(HALLIWELL et GUTTERIDGE, 1999).Cette définition pé étre élargie et le terme
"antioxydant" englobe ainsi toutes les substancepptégent les systemes biologiques
contre les effets déléteres potentiels des prosessuréactions qui engendrent une
oxydation excessive (SHIMIZU, 2004).

* Antioxydants d’origine synthétique

Dans lindustrie alimentaire, les antioxydants &gtigues, tel que le
butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluene (Bl Tgallate propylée (PG) et le
tétrabutylhydroquinone (TBHQ), sont largement séf parce qu’ils sont efficaces et
moins chers que les antioxydants naturels. Cepénidam sécurité est tres discutée car
ils générent un besoin de recherche comme mat&mubstitution d'aprés des sources
naturelles comme antioxydants de la nourriture (L8 al, 2003). Cependant, il a été
montré que ces antioxydants de synthése pouvarerntio&iques (YU eél, 2000).

» Antioxydants d’origine naturelle
- L’acide ascorbique, tocophérolsp- caroténe
L’acide ascorbique (vitamine C) est une molécul@rbgoluble. Lors de son
oxydation en acide d’hydroascorbique, elle passeupa forme intermédiaire qui est le
radical ascorbyl capable de capter certaines espeadicalaires (radicaux OH)
(BOUTABET, 2007). La vitamine C est abondante dimssagrumes, les fruits rouges,
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les pommes, les brocolis (BENBROOK, 2005), les ahdel poivron le persil et le kiwi
(BOSSOKPI, 2002).

Lestocophérols sont deCP de structure apparentée a celle a-tocophérol. On
distingue lo tocoplérol (E307), ley-tocophérol (E308) et 1& tocophérol (E309) (figur
6). Le contenu en tocophérols est fortement infléepar la variété d'olive, le stade
maturation et le processus de fabrication des ®ldetable (SAKOUHEet al, 2008).Ces
additifs sont apparentés a la vitamine E et sontecws dans les lipides végétaux,
amandes, les graines, le lait, les ceufs, légurfegilées vertes (BOSSOK., 2002).

En outre, on a I@-carotene qui appareun piegeur efficace (radicaux hydroxy
et peroxyles) et captation de I'oxygéne singul, (HADI, 2004).1l est présent dans |
légumes verts, la salade, les carottes, I'abritmtmelon, les pinarc la papaye
(BOSSOKPI, 2002).

CHj
HO
HiC, ,H HaC, H CH3

HiC ,%5 CH,

o -tocophérol

HO
H CH HO
H3C, ygH HaC, s HaC, WH  HoC, H CHjy
H;C = CH > -
3 I%C 3 '%5_ CH,

CHs CH;
Y -tocophérol & -tocophérol

Figure .6 Formule des, y etd-tocophérols.

- Polyphénols

Il est connu que la plupart des effets biologigdes flavonoides, tels que I'activ
antiinflammatoire et an-tumorale, sont attribuées en partie aux propriciéag-
oxydantes de ces composés naturels (Fi7). En effet, ils sont capables de pi¢ des
radicaux libres, d’inhiber la peroxydation lipidigen réduisant les radicaux hydroxy!
superoxydes et peroxyles. Ils sont aussi capalkelgsadier les ions métalliques, ca ont
des propriétés chélatric@dIKI, 2010).

o ‘o 0]
R"  RH R’ RH
\ OH | OH 0
OH . /‘ ©/ .\"{ /4 @/

quinone

OH

Figure 7. Le piégeae des ERO par les flavonoides (MARFAK., 20
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I1.4. Mécanismes d’action des antioxydants
En regle générale, les mécanismes d’action d’uimardant peuvent comprendre :

- Le piégeage direct des ERO (espéces oxygéeneesivesactou Ieffet
«scanvenger » ;

- La protection des systemes de défense antioxydantsnajorité des systemes
enzymatiques) ;

- Linhibition ou activation d’enzymes et la chélatiodes traces métalliques
responsables de la production d'ERO (HALLIWELL, #99BOUZID et al,
2011).
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[ll.1.Introduction

Avec les biofilms microbiens une nouvelle ére, eelle la microbiologie
pluridisciplinaire a commencé. Le terme « biofilogie » est déja proposé
(KARUNAKARAN et al, 2011). L’étude des biofilms s’étant érigée en diseipline a part
entieére. La capacité des microorganismes a colofeésesurfaces biotiques et abiotiques est
un processus universel. Ce processus conduit @rtaafion de dépbts plus ou moins
structurés, regroupés sous le terme génériquebilefitm ». Ce comportement des bactéries
apparait comme une réponse adaptative a un eneimemt plus ou moins hostile, ou du
moins peu favorable a une croissance sous formectplaique. Cette « différenciation »
bactérienne conduit & des modifications drastiqdes comportement cellulaire, avec
modification des fonctions métaboliques et de liesgion des facteurs de virulence, ainsi
gu’une sensibilité diminuée aux moyens de défeasarals ou non de I'héte, conférant ainsi
aux bactéries de nombreux avantages (DAVEY et OTEXQ000):

- protection vis-a-vis des conditions environnatakes grace a la matrice d’exopolymeres
qui structure le biofilm, assurant une homéostdsieilieu;

- nutrition et coopération métabolique : des canaqueux sont présents dans toute la
structure du biofilm, permettant I'’échange de muémts et de métabolites entre les espéces du
biofilm et avec I'extérieur;

- échange de matériel génétique : la proximite ckdlules favorise ces échanges, tendant
vers une stabilisation de la structure du biofilm.

[1l.2.Historique

L'origine de la recherche en microbiologist esouvent associée aux observations
d’ANTONI VAN LEEUWENHOEK qui, au XVlle siecle et gce a un microscope de son
invention, mit en évidence la présence d’organismiesoscopiques a la surface de ses dents.
Bien que d'abord identifiés fixés sur un supportidey ce sont les formes libres et
planctoniques des microorganismes, qui ont étéples étudiées ; des lors, I'essentiel des
connaissances acquises résulte de travaux prieoigalt réalisés sur ces formes, cultivées
dans des milieux nutritifs liquides et agités.

Quelques travaux attirent cependant I'attentionles interactions existant entre les
microorganismes et les surfaces. En 1933, HENRIGhge des lames de microscopie en
verre dans son aquarium et observe un dépbt deoonganismes qui S’épaissit
progressivement (HENRICI, 1933). En 1943, ZOBELLntne que, dans un récipient rempli
de liquide, les bactéries colonisant les paroig ptus nombreuses que celles en suspension
(ZOBELL, 1943).

Enfin, dans les années 1980, les travawxC@STERTON mettent en évidence que
I'essentiel de la biomasse microbienne est fixédas surfaces et constitue des populations
hétérogenes englobées dans une matrice extragelutne en eau, en sucres et en protéines.
Présentes dans tous les environnements et assa@cides surfaces minérales, végétales
(surface des feuilles) ou animales (surfaces dapuguses, surfaces dentaires etc.), elles sont
appelées biofilms. Avec I'utilisation de la micropee confocale a balayage laser (CLSM) a
partir des années 1990 a permis d’observer dedngofntacts, révélant leur structure et
architecture tridimensionnelle (HEYDOR&#lal, 2000 ; TOMASet al, 2010 ).
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[11.3.Définition

Le terme biofilm étymologiquement parlamnt du grec «bios» et de l'anglais «film»
qui signifie pellicule (COSTERTON, 1999).

Dans une définition simple, proposée par EERTIER et CERF (1993), le biofilm est
une communauté de microorganismes incorpores damsnatrice de polymeéres organiques
et adhérant & une surface. L'organisation des camaotés microbiennes du biofilm en
consortium fonctionnel et la nature de la surfaomt précisées (COSTERTGHal, 1995).

Il s'agit de bactéries pouvant adhérer aux sugfdonertes ou vivantes, et interfaces ainsi
gu’'aux unes les autres. DONLAN (2002) soulignedeactere solide de cet attachement des
microorganismes aux surfaces : non enlevé pamgage doux.

L'utilité de la prise en considération desix de croissance altérés et I'expression de
genes non exprimeés par les organismes planctonapieamené DONLAN et COSTERTON
(2002) a proposé une définition plus compléte : n< hiofilm est une communauté
microbienne sessile caractérisée par des cellulesant irréversiblement attachées, a un
substratum, ou une interface ou les unes aux autraprisonnées dans une matrice de
substances polymériques extracellulaires autopresl@t exhibant un phénotype altéré par
rapport au taux de croissance et a la transcriplsngénes».

Enfin le terme société du biofilm a égalemété utilisé (MCDOUGALDet al, 2012),
faisant allusion a l'organisation des communautésrahiennes du biofilm ainsi qu’aux
systemes de communication intercellulaire et deuledign des fonctions au sein de cet
ensemble complexe et dynamique.

l1l.4. Les étapes de formation des biofilms

Les biofilms bactériens isolés de diversimmnements partagent des caractéristiques
communes telle leur formation qui est un processumplexe qui se déroule en plusieurs
étapes, pouvant étre distinguées, en une étapamsport ou transfert des bactéries vers le
support, I'adhésion initiale aux surfaces, une &t prolifération aboutissant a la formation
de microcolonies et une étape de structurationiafilrb (figure 8).
A partir de ce dernier, des bactéries ou plutotadgegats bactériens vont pouvoir se détacher
et secondairement coloniser des surfaces adjacentes

N\
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. /Eﬂrfctéries
IEnQux M planctoniques

environnementaux

Approche de la surface
(mobilité flagelle)

Adhérence initiale L%
(Cup, adhésines) .
Différenciation en biofilm

Rassemblement,
formation de micro-colonies

(pili de type IV)

Figure 8. Représentation schématique de la formation d’ufilisigpar Pseudomonas
aeruginosa presentant les différentes phases (FILLC el VALLET, 2003)

a. Transfert des bactéries vers le suppc

Depuis les observations de ZOBELL (1943), la pefiée des bactéries pour
croissance en mode sessile plutét qu'en suspendams des milieux aqueux est
phénomene reconnu. Cependant, les bactéries nermiepas orienter leur déplacemenrs
les surfaces a coloniser sur de longues distaifitie=s peuvent par contre reconnaitre
changements dans leur environnement chimique, mogrna proximité d'une surface
interface (COSTERTON, 1999). L'interaction bact-surface est influencéear une étape
préalable de transfert vers la surface cible (VADQSDRECHTet al, 1990 ; RIINAARTS
et al, 1993).

Les bactéries peuvent entrer en contact avec lposugrace a différents moyens
diffusion passive résultant des mouvements Brovairansport passif via le fluide circulal
ou mouvements actifs grace a des structures tgliedes flagelles (VAN LOOSDRECHet
al, 1990).

Un phénoméne important pour I'étape d’adhésionliatéries est le conditionnem
des surfaces. En effettimersion d’'un support vierge de toute contamimatians un liquid:
est immédiatement suivie par une adsorption de delprotéines, de glycoprotéines,.... C
adsorption peut étre en partie conditionnée papiepriétés physic-chimiques de la surfe
et des molécules. La formation rapide d’un film temrant des matiéres organiques entr
une modification des propriétés de surface, et ttedlement une modification de I'affini
des bactéries pour cette surface (CARPENTIER etFGHR93). Ces défs organiques ou
non organiques n’étant pas répartis de maniére genw sur la surface immergée,
colonisation bactérienne sera plus ou moins infltéen La résultante des différentes foi
décrite est un rapprochement plus ou moins aléatigidia baérie de la surfac
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b. Etape d’adhésion initial

Les bactéries sont capables de se fixer aodebreux supports de natures différentes
(inerte ou vivant) (SINGHet al, 2000). Les premieres especes colonisatriceseserdes
bactéries possédant des mécanismes extrémemetdceffi d’acquisition des nutriments,
capables de se multiplier dans des milieux tresvnesu(SZEWZYK et al, 2000). Ainsi,
'adhésion bactérienne va mettre en jeu différenmtécanismes physico-chimiques et
biologiques.

b.1. Adhésion initiale réversible

Cette approche des microorganismes vers le suppoduit & un attachement transitoire
pendant lequel la bactérie va chercher a «évalaesurface sur laquelle elle se trouve. Cette
premiére adhésion est appelée «adhésion réversltde>cellules bactériennes établissent un
premier contact avec la surface et interagisseat & film conditionnant. Cette adhésion
réversible est caractérisée par l'adsorption failele cellules bactériennes sur la surface par
des liaisons chimiques non covalentes. Ces liaisatre la cellule et la surface d'attachement
sont de type Van der Waals, électrostatique rémgsou encore acide-base de Lewis. Dans
ce cas la bactérie peut alors étre enlevée faciepar simple rincagéCHMIELEWSKI et
FRANK, 2003). Elles font intervenir des macromolésude surface, regroupées sous le
terme d'adhésines (COSTERTGH al, 1978; COSTERTON&t al, 1981), telles que des
flagelles, des pili de type | et IV, des curli, gastéines, des polysaccharides ou encore des
lipopolysaccharides (LPS).

b.2. Adhésion initiale irréversible

L’adhésion irréversible, quant a elle, cep@nd a une fixation active et spécifique des
micro-organismes sur une surface. Les structurashd'sion varient selon les types de micro-
organismes concernés. Pour les bactéries a Graatiégs’agit des pilis, des curlis, des
capsules et du glycocalix. Pour les bactéries angrasitif, ce sont les acides teichoiques,
I'acide mycolique, la capsule et le glycocalix. Dtees bactéries vivant en partie fixées,
commeCaulobacter ou Hyphomicrobium, peuvent utiliser des structures spécifiques comme
un pédoncule ou une gaine (VAN HOUDT et MICHIEL®08). Ces molécules d’adhésion
permettent d’établir des contacts cellule-surfaages contacts cellule-cellule (LEMO#l al,
2008).

Cette étape nécessite des forces plus immesgtgour retirer les bactéries. L'adhésion
irréversible résulte de I'ancrage d'adjonctionwetzoproduction de polymeére extracellulaire.
Elle est caractérisée par des interactions de Kagegie (FILLOUX et VALLET, 2003).

c. Colonisation de la surface
L’adhésion irréversible va conduire a tagence de cellules isolées, voire d’agrégats, a

la surface du matériau ou de la muqueuse. L'étapecalonisation consiste en une
accumulation plus ou moins intense et rapide pasidn cellulaire des bactéries adhérées,
mais aussi par recrutement continu de bactériesfgaiques.

Ce processus correspond donc a une occupptagressive de la surface disponible
(colonisation horizontale) et a un développementépaisseur, conduisant a la formation
typique de microcolonies (CAPDEVILLE et NGUYEN, 199
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d. Maturation du biofilm

La phase de stabilisation apparente, spaied a un équilibre dynamique avec perte de
biomasse (mortalité et décrochement) et multighhcatconcomitante d’'une partie de la
biomasse fixée. Le point important est la diminaitee I'activité métabolique globale. Celle-
ci met en jeu des mécanismes qui peuvent expliquemoins en partie, la résistance des
biofilms a certains antimicrobiens et son évolut@nfonction de I'age du biofilm. Ainsi, la
biomasse adhérée est caractérisée par un tawoidsasrce faible qui selon certains auteurs
(NGUYEN et al, 1989 ; JACQUELINet al, 1994) serait corrélé a I'existence d’une masse
active en « surface » du biofilm et d'une masse aetive a lintérieur du biofilm. Les
microcolonies formées, véritables entités struddgraet biologiques, pourraient également
exprimer une immunogenicité spécifique.

Au sein du biofilm, I'activité métabolique dlale ralentit et I'architecture se modifie. Des
canaux agueux se créent entre les colonies pemhatta circulation des nutriments, enzymes
et déchets. Un gradient de nutriments et d’oxyganeréée, les cellules les plus proches du
support étant les moins alimentées, en « dormamt@eonc les mieux protégées vis-a-vis des
agressions extérieures.

Tout au long du processus de formation dfillipl’expression génomique est modifiée
(COSTERTONEt al, 2003). Ceci conduit a des modifications phénotypggdrastiques que
ce soit en terme de taille, de profil des protémesnbranaires, d’hydrophobicité de surface
Le biofilm est caractérisé par une perte de sditsilsiux défenses immunitaires de I'héte et
aux traitements antimicrobiens qu’ils soient dauraphysique ou chimique (COSTERTON.,
1984 ; GRAYet al, 1984; DUGUIDet al, 1992; CAMPANAC Et al, 2002).

e. Détachement et mort cellulaire

Les microorganismes peuvent se détachdriafilm soit par un processus passif sous
I'effet de force de cisaillement engendrées paflux ( PARSEK et SINGH, 2003), soit par
une séparation active suite a la dissolution denddrice par des enzymes hydrolytique
sécrétées par les microorganismes eux-mémes comlae ;&té montré pour les bactéries
(PARSEK & SINGH, 2003), la diminution de la quaétile nutriments pourrait aussi
entrainer un détachement des cellules.

La mort des cellules du biofilm fait aussirjee du processus de renouvellement et de
dispersion de la biomasse. Un mécanisme origirgggsant I'autorégulation de la population
des biofilms est proposé par WERBal (2003). Cette étape correspond aussi a la phase de
dispersion, les microorganismes peuvent activemeamt séparer du biofilm parfois
consommant la matrice qui représente une souroerdi®. Ces microorganismes retournent
a I'état de libre circulation et peuvent aller ecoder de nouvelles surfaces complétant ainsi le
cycle (SREYet al, 2013).

[11.5. Ecologie d’un biofilm
[l .5.1 Interaction microbienne

La communauté microbienne et ses membredsssgets a différents types d'interactions
qui peuvent exercées sur eux des effets positifbien négatifs. On peut citer comme
exemple bénéfique la coopération dans les syst@medegradation de certains nutriments

[ 2]



Etude bibliographique Chapitrelll : Lesbiofilms

complexes, ou encore la production d’enzymes patofis & 'ensemble de la communauté de
microorganismes (TOMLIN, 2005).

A l'opposé, les différentes colonies de miorganismes occupant une méme niche
écologique entrent en compétition pour I'acquisittes ressources se trouvant dans le milieu.
Deux mécanismes de compétition entre bactériedaeptoduction de bactériocines et la
baisse du pH (IRIE, 2008).

[l .5.2. Matrice extracellulaire

Les biofilms sont dotés d'une architectummgiexe et irréguliére, en forme de coraux ou
de champignons. Cette architecture n’est pas figéemnicro-organismes bougent a partir du
lieu de leurs premiéres divisions cellulaires, wédtable dynamique interne regne au sein
des biofilms (CLUTTERBUCK, 2007). Les micro-coloside bactéries sont imbriquées au
sein d’'une matrice d’exopolymeéres contenant deawanaqueux et des pores, permettant des
échanges d’eau, de nutriments, de déchets, ainsi djmformation et de caractéres
génétiquement transmissibles (caractéres deagsesaux antibiotiques par exemple).

[l .5.3. échange de matériel génétique

L’échange de plasmides au sein des hisfilse fait par des phénoménes de
conjugaison. Ainsi, I'organisation en biofilm permée sélectionner et de répandre des
caractéres de résistance a des agents antimicsofBEDNLAN, 2002). Dans les régions
inaccessibles a ces canaux, par exemple au seioodgtomeérats de cellules, les échanges
métaboliques sont assurés par des mécanismes fdsiatif passive (STEWART, 2003 ;
WANNER, 2006). La diffusion des nutriments se @t facon inégale au sein du biofilm,
suite a l'existence de gradients. Ceci explique tmees les cellules n'ont pas la méme
activité métabolique et donc pas la méme vitessgalssance (SPORMANN, 2008).

[l .5.4. Le quorum sensing et régulation de la fomation des biofilms

Au sein d'un biofilm, les micro-organismasmmuniquent entre eux par des signaux de
cellules a cellules. Ces derniers, appelés « queemsing », jouent un réle important dans le
développement et la régulation de la formation desfilms. ils se résument on des
mécanismes de contrdle des processus qui se éBtaul sein des cellules, exprimer par des
signaux de cellules a cellules et dépendant de uantdé de cellules présentes. Ces
mécanismes sont basés sur le principe de massper{COSTERTON, 1999 ; TOMLIN,

2005).

[11.6. Impact des biofilms et leurs applications

L’organisation bactérienne en biofilm eshsidérée comme étant une arme redoutable,
rendant les bactéries plus fortes et plus efficéaes a 'environnement plus ou moins hostile
dans lequel elles évoluent, comparée aux bacté&ieduant sous forme planctonique
(DHAHRI et al, 2013). Les biofilms peuvent étre source de coimations indésirables ou au
contraire peuvent étre bénéfiques et utilisés as@guence.

N\
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a. Impacts négatifs des biofilm

Les biofilmssont fréquemment une source majeure de problénimisanindustriel e
écologique. En effet, la virulence des bactérieke®tproblemes qu’elles occasionnent ¢
fortement liés a leur mode de développement sausefale biofilm. Car, une fois le bilm
formé, les bactéries sont protégées contre leermgst de défense immunitaires et
traitements, qu’ils soient physiques ou chimiquiEssipfectants, détergents et antibiotiqu
Les exemples pour l'illustrer sont abonda

a.lDans le secteumédical,

Les biofilms sont responsables d’un large évewtaifections chez 'Homme (figur
9). Plus de 80% des infections bactériennes chuesicsont associées a la présenci
biofilms (HALL-STOODLEY et al, 2004). Ces derniers peuventfeaner a la surface ou
I'intérieur des dispositifs médicaux implantés ddogganisme (lentilles de contact, cathé
veineux central, sonde endotrachéale, dispositifs-utérins, valves cardiaques artificiell
pacemakers, cathéters de dialysetonéale, sondes de tympanostomie, sondes urin
prothéses vocales...), 82% des infections nosocomidat dues a la présence d’'imple
médicauxcontaminés (ARCHIBALD et GAYNE, 1997). la consommation d’aliments ay
été au contact des microorganis pathogéenes formant le biofilm peut entrainer leedédu
consommateur. De méme, les biofilms sont respoesat#s plaques dentaires et des ¢
générées principalement par des bactéries du (Sreptococcus (FARGE, 1998), ou bien
des maladies parodtates (BOSCHINet al, 2004).

14 ) 17

Fig. 9 : Diversité des infections associees a dasflhms.
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(1) Scanner d'une sinusite chroniq(®). Infection du systéme nerveux central. coloraten
Gram de microorganisme du liquide cérébrospinal traoh des coccis intracellular a
Gram-positive.(3) Keratite associée au lentilles de contdd). Otite chronique.(5)
Infection cochléaire d'implan¢6) Infection liee a une brulure(7) Infection de cathéter
Intravasculaire (un cathéter de type Hickman esttng).(8) Endocardite d'une valve
Prosthetique(9) infection d'un pacemake(10) Electrophysiological wire endocarditis
(vegetation shown in red circlg)l1) Infection biliaire.(12) Infection du cathéter de la
dialyse Péritonéalg13) Infection d'une prothése de la hanche. (14) Iidactrrinaire.
(15) Infection intravasculaire. (16) Infection pulmomaide la cystique fibrose d'un
patient. La coloration de Gram montrant des bacilBram-negatifs dans une matrice
alginate(17) Pneumonie(18) Infection d'implant mammaire. (POZO et PATEL, 2p07

a. 2. Dans l'industrie

Les biofilms sont connus pour causer d&a&s problémes dans les domaines de I'agro-
alimentaire. En effet, les problemes d’hygiene smiricipalement dus a la prolifération de
bactéries dites pathogénes pour 'homme, tellesLisieria monocytogenes (LEE WONG.,
1998). Dans l'agro-alimentaire, ces biofilms repréent alors une menace sur la qualité
sanitaire ainsi que les qualités organoleptiquespieduits fabriqués. Les biofilms peuvent
aussi étre a l'origine de la bio détérioration ehegériaux, par I'entartrérent des canalisations
ou encore le dépdt sur les échangeurs thermiquedndeallations gaziéres et pétrolieres
entrainant de grandes pertes économiques (S&AlY, 2013).

a. 3. Dans I'environnement

L'impact des biofilms se traduit par léséquilibre de certains écosystéemes. En effet,
les biofilms peuvent se développer excessivemeitd sula présence d’'un niveau élevé de
certains nutriments (effluents industriels par eplhet pour métaboliser ces derniers ils
consomment plus d’oxygene, en privant ainsi d’autweganismes qui partagent le méme
écosysteme de leur source principale de vie. As®sicréent, ce qui est appelé des « zones
mortes » (phénomeéne «d’anoxie »). Les biofilmst soiorigine d’'un certain nombre de
dégradations (batiments, corrosion et perforatienlal coque des bateaux, altération de
machines...) et ont par conséquent un impact éconmmignportant (WANNER et
BAUCHROWITZ., 2006).

b. Impacts positifs des biofilms (Utilités)

Outre tous ces aspects négatifs, qui semplles évoqués quand il s’agit de biofilms, des
aspects positifs existent. Certaines propriétésebaones peuvent étre utilement exploitées
afin d’en tirer avantage dans de nombreux domaines.

b. 1. Dans le domaine industriel

Les biofilms bactériens peuvent étre utithks par leurs propriétés de synthese de
certaines substances chimiques (éthanol, poly-Bekybutyrate, benzaldéhyde, plastiques)
ou encore par leurs propriétés électriques quios fle bon candidats pour une récente
application, celle de « piles a combustible miceobies » (PACM) qui sont généralement
désignées par l'acronyme « MFC » "microbial fudl"aau les biopiles dont des biofilms
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bactériens assurent la conversion directe de reatiérganiques en énergie électrique ou
catalysent des réactions électrochimiques (cataBleetro-microbienne) (WANNER et
BAUCHROWITZ., 2006 ; SIENIUTYCZ et JEZOWSKI., 2013)

b. 2. Dans le domaine environnemental

Les biofilms peuvent étre utiliséskeoremeédiation de facon ciblée, dans I'épuration
des nappes phréatiques souterraines contaminé&s,saite par exemple de pollutions
chimiques accidentelles. Si les polluants sont dgoddables, des microorganismes
spécifiqgues peuvent étre injectés dans I'aquifereerné et former des biofilms et utiliser les
polluants comme source d'énergie pour leur métabm| a défaut d’autres substrats
(WANNER et BAUCHROWITZ., 2006). lls sont aussi igés comme bio-indicateurs, ou ils
jouent le réle de marqueurs du degré de pollutian dite donné (Magest al., 2004).

Les biofilms, de par leurs caractéristigpasticulieres, peuvent étre utilisés et mis a
profit, dans des procédeés de traitement des eaesysar exemple (auto-épuration des lacs,
systeme de boues activées dans certaines statégmsation). En effet, les micro-organismes
sont capables de dégrader les polluants présemsdetaeffluents.

[11.7. Moyens de lutte contre les biofilms

Les biofilms posent de graves problemes eatieme de santé publique, industrie et
environnement. De se fait, la présence des biofdms impact économique considérable.
C'est pourquoi il est absolument nécessaire d'@uadiles biofilms nuisibles. La lutte contre
eux peut se définir selon deux axes principaux pé&oher la formation de biofilms, et
lorsqu’ils sont déja présents, les détruire

[11.7.1.Empécher la formation de biofilms
a. Techniques couramment utilisées
Le meilleur moyen d’empécher la formation de b8l sur des implants en milieu
hospitalier repose sur le respect des conditiohggiene strictes, afin d’éviter au maximum
toute contamination bactérienne (MAKI., 1994).

b. Les nouvelles technologiegui se résument en

» Utilisation des revétements destinés aux biomatérimplantables, comme les sondes
urinaires ou les cathéters veineux centraux qupéament I'adhérence des micro-
organismes.

» Usage des molécules chargées retardent la fixa&snmicroorganismes par le jeu de
forces de répulsion. Les antibiotiques ou le systémmunitaire auraient alors le temps
d’agir contre ces micro-organismes non fixés (DONLA2008).

» la vaccinologie qui a pour but de former des IgA gant inhiber les phénoménes
responsables de I'adhésion des micro-organisme&{AM., 2008).

e essayer d'agir au niveau des molécules de sigtialisalu quorum sensing, afin de
perturber I'architecture du biofilm et ses propgrgt’antibiorésistance (DONLAN., 2008
; TOMLIN., 2005).
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* une nouvelle piste de recherche exploitant uneeaiguge, Delisea pulchra, car elle ne
porte aucun biofilm a sa surface. Elle sécretefal@mones, qui sont des homologues des
homosérinelactones, substances exercant un conidileiteur sur la communication
bactérienne (BURY-MONE., 2007).

* inhiber la synthése des exopolysaccharides de taceaguelques études ont montré que

» les recherches en génie génétique consistent &robehm des génes spécifiguement
exprimés au sein des biofilms afin de créer de albes/ cibles (DONLAN., 2008).

[11.7.2. Eliminer des biofilms déja formés
a. Elimination mécanique du biofilm
Permet d’éliminer les biofilms en détachant lesrotigrganismes de leur support, grace
aux forces de cisaillement importantes créées.eGatithode se révele peu efficace car la
plupart des antiseptiques et désinfectants ont duanpénétrer au sein des biofilms, et les
bactéries de ces derniers sont résistantes adéana(STICKLER., 2002).

b. Les nouvelles technologies

b. 1. Utilisation de bactériophages

Des bactériophages peuvent étre instillésalémnent au niveau des cathéters afin
d’éradiquer les biofilms présents (DONLAN., 2008).

b. 2. Elimination ciblée d’'une espece microbienneuasein du biofilm :

Consiste a déstabiliser I'écosysteme du biofilmdéesorganisant totalement sa structure
intime, par I'élimination ciblée d'une espéce baetine, que I'on aura choisi au préalable
(BURY-MONE., 2007).

b. 3. Utilisation d’enzymes dégradant les epolysaccharides de la matrice :

Prenons I'exemple des biofilms Bssudomonas aeruginosa. Ces derniers produisent un
exopolysaccharide, l'alginate, aux propriétés edéantes : il retarde la diffusion des
aminosides au sein du biofilm et inhibe leur até\anti-microbienne. Si on ajoute au milieu
une enzyme dégradant l'alginate, I'alginate lyase,augmente le pouvoir de pénétration et
I'activité anti-microbienne de I'antibiotique dalesbiofilm (DONLAN., 2008).

b. 4 .Recherche de nouvelles thérapies anti-micradines :

La thérapie combinée consiste a utiliserédéfits composés afin de potentialiser leurs
effets. Certains composés comme les macrolides emeuvdétruire la matrice
d’exopolysaccharides du biofilm et favoriser lafusion d’autres agents anti-microbiens
associés au sein du biofilm (DONLAN., 2008).

[11.8. Biofilms et antibiorésistances

De nombreux problémes associés au dévelogqedes biofilms en milieu médical, ont
pour origine leur résistance extrémement élevéeagents antibactériens (antibiotiques et
désinfectants).

L’antibiorésistance développée par les hiadilbactériens pose de sérieux probléemes en
matiere de santé publique, puisqu’elle rend di#ide traitement des infections dues a des
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biofilms. L'antibiorésistance d’une bactérie vivastus forme de biofilm est 10 a 1000 fois
plus élevée qu'une bactérie de la méme especetvaé@rs forme planctonique (MAH et
O'TOOLE GA., 2001). Cependant, tous les biofiimsmanifestent pas une insensibilité aux
traitements antibiotiques (CONLE al., 2003).

Les mécanismes d’antibiorésistance mis enrespar les bactéries au sein des biofilms
sont nombreux et variés. ANDERSON et O'TOOLE fone ulichotomie nette entre facteurs
de résistance innés et facteurs de résistancetsngar le contact avec les antibiotiques
(ANDERSON et O'TOOLE GA., 2008). Ainsi, alors gueslprogrés de la médecine moderne
permettent de lutter efficacement contre de nondga®unaladies infectieuses, celles qui sont
lites a la présence de biofilms, échappent largenderce type de traitements. Les
antibiotiques sont en effet trés peu efficacesredes biofilms.

—
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|. Matériels et méthodes
Notre étude a vue sa réalisation au niveau du leabioe de Biochimie Analytique et

Biotechnologie (LABAB), laboratoire commun | d’agaé physico-chimique, ainsi que le
laboratoire pédagogique de la microbiologie de Kérsité Mouloud Mammeri de Tizi-
Ouzou (UMMTO).

l.1. Matériels
1.1.1. Appareillage
Les appareils utilisés sont les suivants :

-autoclave de paillasse (PBINTERNATIONAL);

-bain Marie (MEMMERT);

- balance de précision a 0,01mg (SARTORIUS) etrizaa analytiques a affichage digital
(0,01g) (DENVER INSTRUMENT);

- centrifugeuse réfrigérée, (SIGMA 3-18K, SIGMA 8K ;

- étuve (MEMMERT);

- four pasteur (BINDER);

- pH metre (HANNA instrument);

- spectrophotometre visible (SCHIMADZU);

- agitateurs variés (a barreau magnétiques chdwdtaron chauffant, vortex).

1.1.2. Petit matériel
- anse, bec bunsen, cuves, micropipette, pincasjlep boite de pétri, microplaques...... ;
- verreries de diverses dimensions (béchers, eatmnéprouvettes, erlen Meyer, fioles
jaugées, flacons, pipettes pasteur, tubes a essai)
- Papier filtre, papier Wattman.

1.1.3. Matériel végétal
[.1.3.1. Les feuilles de l'olivier sauvage et du laier

Les feuilles de I'olivier sauvage ainsi que le laursont récoltées durant le mois de
mars 2015 dans la région de Tizi-Ouzou (Algérig)rés récolte, les feuilles fraiches ont été
transportées au laboratoire d’analyse physico chimau niveau de 'UMMTO dans des sacs
en plastiques a I'abri de la lumiére et a tempéeatumbiante. Les feuilles ont suivi un lavage
intense a I'eau distillée et un égouttage a I'aidm tamis.

La préparation du matériel végétal pour l'expérimgon comprend les étapes
suivantes:

* Séchage :le séchage des feuilles égouttées est effectuéiralibre, a I'abri de la
lumiére et a une température ambiante pendantr8.jou

* Broyage : les feuilles séchées sont a la suite broyéesdel@un broyeur électrique
(Braun 450 WATT), on vue de I'obtention d'une poudre fine.

* Tamisage :le broyat résultant est tamisé dans un tamiseoaias, la poudre obtenue
est ensuite conservée a I'abri de l'air, de I'hubdictt de la lumiere dans des flacons
en verre hermétiguement fermés, afin de faire diljextraction des polyphénols
totaux (PPT).
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[.1.3.2. Les margines
Les margines utilisées sont issues d’'une huilewgleme de la région de Tizi-Ouzou
(Oued Aissi) provenant de la compagne 2015. Legimeg sont conservées a -20°C.
1.1.3.3. Les brindilles
Les brindilles (tiges) utilisées lors de notre ekpéntation ont été prises du méme
oléastre d'ou proviennent les feuilles et ontisuies mémes étapes de préparation que ces
dernieres. Les brindilles sont récoltées duramhéés de mars 2015 dans la région de Tizi-
Ouzou (Algérie).
1.1.4. Les produits utilisés
* Produits chimiques :
Pour notre étude expérimentale divers produits ichies ont été utilisé. Le tableau V
regroupes ces différents produits comme suit :

Tableau V. Les produits chimiques utilisés dans notre étude.

Référence Utilisation
n-butanol
Diéethyléther Sigma-Aldrich Extraction des polyphénols
Ethanol absolut
Solvants Acétate d'éthyle GPR RECTAPUR
n- Hexane AnalaR NORMAPUR Dépigmentation et
Chloroforme Scharlau délipidation
Diméthylsulfoxide (DMSO) Sigma-Aldrich Solubilisation et conservation
des extraits
Folin-Ciocalteu Sigma-Aldrich
rénctifs N&COs oA AIen Dosage des polyphénols
Acide gallique (AG) Sigma
DPPH Sigma-Aldrich Activité antioxydante

2,2-diphenyl-1picryhydrazy

e Composés phénoliques
- Acides phénoliques acide tannique (AT).
* Préparation du composé phénolique standard
Une concentration de 10 mg/ml du CP est préparéas tlanl de DMSO. Puis, cette
solution est bien agitée a I'aide d’'un vortex juada dissolution compléte de I'AT.

* Les milieux de cultures
Suivant les méthodes employées et selon les soudegesanilieux de culture utilisés
sont :
- Gélose Mueller Hinton (MH) (CONDA);
- Agar-Agar (CONDA);
- Bouillon nutritive N 1 (Fluka Biochemika);
- Bouillon Ccoeur- Cervelle (BHIB).
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1.1.5. Les souches bactériennes utilisées

Pour notre étude microbiologique nos tests ce sffettués sur des souches pathogénes
de référence.

Tableau VI. Les souches bactériennes utilisées dans notre étiglobiologique.

Groupes Souches Codes
Saphyl ococcus aureus ATCC 43300
Saphylococcus aureus ATCC 25923
Bactéries a Gram Bacillus cereus ATCC10876
positif Bacillus megaterium ATCC 9885
Bacillus subtilis ATCC 6633
Brochotrix thermosphacta CIP 103251
Enterococcus faecalis ATCC 0409
Enterococcus faecalis ATCC 49452
Escherichia coli ATCC 25322
Bactéries a Gram Klebsiella pneumoniae ATCC700600
négatif Klebsiella pneumoniae ATCC4352
Citrobacter freundii ATCC 8090
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Pseudomonas marginalis DSM 13124

35

——
| —




Matériels et Méthode

1.2. Méthodes

1.2.1. Extraction des polyphénos des margines, des feuilles et dbandilles

I.2.1.1.Feuilleset brindilles de I'olivier sauvage et feuillegdu laurier
1.2.1.1.1.Préparation des extraits bruts aquet

Une quantité de 1 g de poudre de feuilles de el et du laurier prise séparént, est
meélangéeavec 30 ml d’eau distille dans un bécher, ce derne&st placé sous une agitati
magnétique pendant 3h a°@0 Une filtration est ensuiteffectuée. Ce procédé cillustré
dans le schéma représenté lpdigure 10.

1g de poudre + 30 ml de I'e
distillée

Agitation pendant 3h 40°C

Filtration sur papier filtr I
Récupération du filtr: l

Récupération dans du DM

[ Conservation a€

Figure 10. Protocole d’obtention des extraits aqu: (modifié)

Les filtratssont lyophilisés puisrécupérés dans un minimum de volume du DMet
vont étreconserveés dans des flacons a 4° C, a I'abri denléeke dans le but de préserve
stabilité des principes actifs présents jusqu’a lgilisation ultérieure

1.2.1.1.2.Préparation des extraits organique (éthanol et acétate d’éthyle

» Extraction sans délipidation et dépigmentatiol
Une quantité de 5 g gmudre feuilles et brindillesest macérée dans un volume de
ml de solvant, ce volume est ensuite placé danbéamer de 250 ml sous une agitai
magnétique pendant 2ht@mpérature ambian Une filtration sur papier filtre est effectu
pour les mélanges a I'éthanol ne centrifugatiorpour ceux a l'acétate d'éth a 5000trs/5
min, le filtrat et/ou lesurnageant récupéré est séché a 40°C. Aprés @tiapodu solvar,
I'extrait sec résultant est reconstitué dans du DMfsgure 11).
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5 g de poudre de feuilles/de brindilles+
ml de solvant organique

N\~

Agitation 2h & T ambiante l

N\~

Centrifugation a 5000trs /5 min ou filtrati]
sur papier filtre

N\~

Séchage du surnageant ©C pendant 2
heures

N\~

| Reconstitution dans du DMSO I

FigurellProtocole d’extraction des composés phénoli par les solvants
organiques.(modifié)
1.2.1.1.3.Préparation d'infusions de feuilles (olésre/laurier) et de brindilles (oléastre)
Une décoction de feuilles/ brindilles fraict dans de'¢€au distillée est préparée a °C
laissée pendant 2h, puis filtrée a I'aide d'unguafilire. Le filtrat sera utilisé pour les test
suivre.

[.2.1.2. Les margines
v' Préparation des extraits organiques (acétate d'éthg et diéthyle éther

» Extraction sans délipidation et dépigmentatio

Un volume demargines est additionné de solvar /v), le mélange est ensuite ve
dans un bécher sous une agitation magnétique perta a température ambian
L’ensemble est centrifugé a 4°C, a une vitess&0®rs/5min. Apreda centrifugation le
meélange est completement séparé en deux phasessolMant riche en polyphénc
(surnageant) et les margines (résidus). Le suamagest récupéré et séché a 40°C jus
évaporation du solvant. L'extrait sec est récapdgans urvolume minimum du DMSO
(figure 12).
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Margine + Solvant (v/v) l

N\~

Agitation 2h a T ambiante l

N\~

l Centrifugation a 5000trs /5 n

N\~

Séchage du surnageant #C pendant
lheure

N\~

Reconstitution dans du DMS I

Figure 12.Protocole d'obtention des polyphénols a partirndesgines.

» Extrait d’acétate d'éthyle aprés délipidation et dfigmentation
Un volume de margines est additionné évolume d’hexane, lenélange ensuite e
mis dans un bécher de 1000 ml sous une agitation mggeépendant 2h a températi
ambiante. Aprés l'agitation, I'ensemble est cengé& a température 4°C, a une vitesst
5000trs/5min. Apres la centrifugatide mélange est compgment séparé en deux phas
I'Hexane riche en (lipides, pigments) (surnageantles margines. Lemargine sont traités
par I'acétate d’éthyl€figure 13.
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Margines + hexane (V/V) ]

Agitation 2h

Elimination du Centrifuaatiol (5000trs/5mi

Su_rn_ageant Résidt
(lipides; 250

d’acétat

d’éthyle

Agitation 2h
Centrifugation (5000trs/5min)

Surnageant
d’acétate
d'éthvle (E4
Agitation 2h
Centrifugation (5000trs/5min)

Séchage a 40°C, et récupération des extraits secs
dans du DMSt

Figure 13. Protocole d’extraction des polyphénols des margapess
délipidation.(modifi€)

1.2.2. Analyse quantitative des échantillons
1.2.2.1. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est calculé par la foeradivante :

R(%) = M /M x100

- R (%) : Rendementexprimé en % ;
- M: Masse en gramme de I'extrait sec réastilt
- Mo: Masse en gramme du matériel végétal tetrai

1.2.2.3. Dosage des phénols totaux des feuillesbeindilles de l'olivier sauvage des
margines et des feuilles du laurier
* Principe

L'ensemble des CP est oxydé par le réactif de fiticalteu. Ce dernier est constitué
par un mélange d'acide phosphotungstique\ O et d'acide phosphomolybdique
(H3sPMo12040) qui est réduit, lors de I'oxydation des phénels,mélange d'oxydes bleus de
tungstene (\BO.3) et de molybdéne (M@.3) (RIBEREAU-GAYON, 1968). Cette coloration
bleue dont lintensité est proportionnelle aux talex CP présents dans le milieu donne un
maximum d’absorption a 750 nm.
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* Protocole

Le dosage des phénols des mar¢, des brindilleset des feuilles d’olivi¢, ainsi que les

feuilles du laurieillustré par la figure 4, est déterminé par la méthode de F-Ciocalteu
(MACHEIX et al, 1990).

La gamme étalon est réalisée dans une gam 0 a 10 mg/l d’AG. La teneur ephénols
totaux des extraitsst exprimée en équivalent d’A

l 10ml d'échantillon I
\/

l 0.4ml du reactif du follin l
\/

Aprés 5 minute

| 2ml de la solution N\,CGO; (20%) I

Aprés 20 min dans un bain me

\/ F‘l 40(\‘

| Lecture de la densité optique a 75( l

Figure 14.Protocole du dosage des polyphér(modifié)

1.2.2.4. Mise en évidence de l'activité antioxydas

- Test de piégeage du radical DPP!t

* Principe

Cette méthodaetilisant le 2,-diphenyl-1-picryhydrazyl (DPPH, un radice libre, colore,
stable, facile @oser et capable d’arracher les atomes hydrogéiedales groupements C
les plus réactifs, et présentant un maximum d'g@beor & 517 nm. En présence d
antioxydant, le DPPHest réduit en DPPH et sa réduction se traduit @aralssage de
couleur violette de la solution a la couleur jau@eci conduit a la diminution de I'absorbal

du radical libre a 517nm. La structure ainsi queélaction impliquanle DPPF- se résume
dans la figure 18le la fagon suivantt

+ RH —— NH + R=
=N \‘“Vl/n‘"“j/ NO: Antioxydant N ‘““‘//\“\*‘“/ MO
~— ~
NO, NO,
DPPH- DPPH
Figure 28 : Structure du DPPH- et sa réduction par I'antioxydant RH (PAIXAO et al,
2007).

Figure 15. Structure du DPPet sa réduction par I'antioxydant RH (PAIXAet al, 2007).

( 1
L %)
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* Protocole expérimental

La capacité de piégeage du DRPébkt déterminée suivant la méthode décrite par
BRAND-WILLIAMS et al, (1995). Brievement, 2 ml d'une solution de DPRKLMM dans
de I'éthanol, sont rajoutés a2@les extraits a tester. Le mélange est par la agité.
L'activité antioxydante est exprimée en pourcemi@mhibition du radical DPPHL'activité
de piégeage du radical DPPékt calculée en utilisant la formule suivante :

Le % de piégeage du radical DPPH= [(Ag-A1)/Ag] X 100

Ou:

Ao : 'absorbance du contréle a temps t = 0 en absgesextraits a tester.

A;: l'absorbance de I'échantillon a temps t (tempsessaires pour atteindre I'état
stationnaire), il varie suivant I'extrait testésat concentration.

Une cinétique du suivi de I'oxydation deats par le DPPH a été effectuée, une prise
des DO d'un intervalle de 10 min est faite. Cedasaivi d'une tracée de courbes.

1.2.3. Evaluation de l'activité antibactérienne
1.2.3.1. Tests antibactériens

Une méthode a été choisie pour évaluer I'effebantérien des différents extraits bruts
des feuilles, brindilles de l'olivier, feuilles daurier, margines, et I'AT:
-La méthode de diffusion en milieu gélosé, qui peria mise en évidence de l'activité
antibactérienne, suivi par la détermination desceatrations minimales inhibitrices (CMI) a
partir d'une gamme de concentrations de produis tmilieu de culture, par la méthode de
micro-dilution .

* Préparation des pré-cultures
Des repiquages successifs sont effectués a misirmilieux de conservation des

souches de référence. lls sont réalisés sur désshae gélose nutritive (ensemencement par
stries) aprés revivification dans des bouilloescditure a 37°C/24h, (30°C/24h pdswr
thermosphacta).

» Préparation de la suspension bactérienne

A partir de culture bactérienne jeune, des colorsest prélevées est remises en
suspensions dans de I'eau physiologique stérile. agitation au vortex est ensuite effectuée
pendant quelques secondes. La standardisationgiespension & 20UFC/mI, est réalisée a
I'aide d’'un spectrophotometre a une longueur d’otel®20 nm.

Selon Mac Farland, on admet qu'une densité opti@@) comprise entre 0,08-0,1
correspond & une concentration dé 4a¢ germes/ml, la suspension d’inoculum est diluée
au 1/10 pour avoir une concentration d& gérmes/ml.
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1.2.3.1.1. Méthode de diffusion en milieu gélosé

- Test de sensibilité aux extraits bruts, et au comse phénolique

* Ensemencement et dépot des disques

L'écouvillonnage est la méthode d’ensemencemeritsééasur boites de Pétri, un
écouvillon est trempé dans la suspension bactérjgnrs essorer en pressant fermement sur
la paroi interne du tube. Ensuite un étalementadg &n bas en stries serrées est effectué avec
I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosé@&couvillon est a chaque fois rechargé pour
ensemencer une nouvelle boite de Pétri avec la nséoahe. Des disques imprégnés dal20
d’extraits ou de CP sont déposés délicatement asiguiface de la gélose précédemment
inoculée a I'aide d’'une pince stérile. Finalemées, boites de Pétri sont incubées pendant 18
a 24 heures a 37°C (30°C/24h pdiwrthermosphacta).

* Lecture des résultats
La lecture a été faite par la mesure des diamdeeszones d’inhibitions formées autours

des disques. Chaque essai a été réalisé deuxt figis ealeurs ont été exprimées sous forme
de moyenne + écart type. La sensibilité aux difiegextraits est classée selon le diametre des
zones d’inhibition comme suit :
- Non sensible (-) pour le diamétre moins de 8 mm ;
- Sensible (+) pour un diamétre entre 9 a 14 mm;
- Trés sensible (+ +) pour un diameétre entre 15 edBet extrémement sensible (+++)
pour le diametre plus que 20 mm (MOREIRal, 2005).

[.2.3.1.2. Détermination des parametres d’inhibitio: CMI, CMB

La détermination de la CMI n'est faite que pour dasraits et CP ayant montrés une
activité meilleure sur milieu solide.

- Méthode de dilution en milieu liquide (micro-méthode)

v" Mode opératoire

Une progression géométrique de raison d' 1/2 deserwrations du CP, d’extraits de
margines et feuilles d'olivier, laurier et brinéii d'oléastre (tableau VI) a été réalisée dans
100pl de bouillon coeur cervelle (BHIB). Un volume d’'mdum de 16UFC /ml a été par la
suite ensemence. Les témoins sont réalisés comitrie s

* Teémoin négatif : extrait brut + milieu de culture ;
* Témoin positif : inoculum bactérien + milieu detcué.

Les cultures ont été incubés pendant 24h a 3 |%Xxception dB. thermosphacta qui a été
incubée a 30°C/24h. Apres incubation, la CMI add&erminée comme étant la plus faible
concentration ayant inhibé toute croissance visible
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v' Préparation de la gamme des dilutions

Tableaux VII. Représentant les dilutions réalisées pour la détetion des CMI.

Rapport de dilution extrait 1/2 1/4 1/8 1/16 | 1/32
brut ou CP/BHIB

% 50 25 125 | 6,25 | 3,12

Dans le cas ou I'effet est bactéricide, le ménmecjpe est appliqué pour déterminer la
CMB, qui est définie comme étant la plus faible aantration pour laquelle les bactéries sont
détruites.

* Rapport CMB/CMI

Les CMI et les CMB déterminées sont caractérissgden extrait pour une souche
donnée. Ainsi donc, l'action d'un extrait sera @dree comme bactéricide si le rapport
CMBJ/CMI est égal a 1. L'action est dite bactéribgtee si le rapport CMB/CMI est supérieur
a 1l (KAROUet al., 2005).

1.2.4. Evaluation de l'activité antibiofilm
La méthode entreprise pour évaluer l'aéiantibiofilm de nos différents extraits est

celle de la microplaque de titration a 96 puits. t€st est précédé d'une préparation de
précultures et de suspensions bactériennes.
.Test de formation du biofilm

L'aptitude d'adhérence des souches féeerees sur la microplaque est vérifiée en
ayant déposé un inoculum de la suspension baatérieauve préparée dans du BHIB. Le
déepbt est répété dans trois puits pour chaquehsolinsuite, la microplaque est incubée a
37°C pendant 24 heures.

La révélation de la formation est étapke la méthode colorimétrique au cristal violet.
Celle-ci consiste a effectuer des colorations\edas des puits vidés de la microplaque.

Le contenu des puits est ensuite explofiéur une éventuelle lecture des DO au
spectrophotometre a 595 nm. Les résultats sonime&pren pourcentage d'inhibition calculé
par I'équation suivante :

o DO du contr6le négatif - DO du test
Pourcentage d'inhibition % = X

DO du contrble
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Il. Résultats et Discussion

[I.1. Le rendement d’extraction

Le rendement désigne la masse de I'extrait dété&enapres évaporation du solvant, il
est exprimé en pourcentage (%) par rapport a lasenastiale de la plante soumise a
I'extraction. Le Rendement d’extraction des exgrairganiques des feuilles et brindilles
d’oléastre et feuilles de laurier sont consignéssda tableau ci-dessous.

L’analyse du tableau VIII nous montre que les remelets d’extraction varient en
fonction du solvant organique utilisé pour les ait$rorganiques.

Tableau VIIl. Reésultats du rendement (%) d’extraction des estraiuts de feuilles,
brindilles de l'olivier et feuilles de laurier.

Extraits Rendement (%)
EEB 18
EAEB 8,80
EEFL 24
EAEFL 11,60
EEFO 38

EEB : extrait de brindilles a I'éthanol ;

EAEB : extrait de brindilles a I'acétate d’éthyle ;

EEFL : extrait de feuilles du laurier a I'éthanol ;

EAEFL : extrait de feuilles du laurier a I'acétate d’éthyle
EEFO : extrait de feuilles d’oléastre a I'éthanol.

rendement

40%
o 35%
T 30%
é 25% mEEB
g 20% = EAEB
g 15%
5 10% .EEFL
[-'4

5% . B EAEFL

0% EEFO

||
EEB EAEB EEFL EAEFL EEFO
Extraits

Figure 16.Rendement en (%) des extraits bruts des feubl@sdilles de I'oléastre et feuilles
du laurier.
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Les résultats obtenus révélent que les extraitamgges a I'éthanol représentent un
rendement en PPT d’extraction meilleur avec urrgentage de 38%, 24% et 18% pour les
extraits de feuilles d’'olivier, de laurier et brithels d’oléastre respectivement. Cependant,
ceux obtenus avec 'acétate d’éthyle qui sont regte inférieur avec un rendement faible de
(11,60% et 8,80%) pour les extraits de feuilles lderier et brindilles d’oléastre
respectivement.

Ces résultats confirment les études qui ont rappague les hauts rendements sont
habituellement obtenus avec I'éthanol et le méthahdeurs mélanges avec I'eau. En effet
I'eau joue un réle important dans le processustbekon des polyphénols en augmentant
leur diffusion des tissus végétaux (ALTIGKal, 2008). Aussi, nos résultats sont tres proches
a ceux obtenus par ARARt al (2013) avec 38,74% pour I'extrait des feuillesl'divier
sauvage au méthanol.

Comparer les résultats avec ceux de la bibliogeavere difficile, vu que le
rendement n'est que relatif et dépend et de lehodét et des conditions dans lesquelles
I'extraction a été effectuée. La méthode d’extmctaffecte également le contenu total en
phénols et flavonoides ainsi que l'activité antidagte (LEEet al, 2003).

[I.2. Résultats des dosages de PPT des extraits desiilles et brindilles de l'olivier
sauvage et feuilles de laurier

La réalisation du dosage des PPT se fait par lahodét de Folin-Ciocalteu. Une
méthode considérée comme étant la meilleure méttediEtermination du taux des PPT des
extraits de plantes (DJERIDANIEt al, 2010) du fait qu'elle est standardisée, simple,
reproductible et les interférences avec la matlied’ échantillon qui est souvent coloré sont
minimisés a la grande longueur d’onde d’absorp{i8bd nm) utilisée (HUANG al, 2005 ;
2013). La figure ci-dessous représente le coutdderéobtenue

Droite d'étalonnage des polyphénols totaux

co0o
N o o e

Los

o
»

@©
(@)

o
w

Absorbance de l'acide
Iq
o o
N (6]

o
[

o

Cdncentraltion (mgfl) 1o 12

Figure 17.Courbe d'étalonnage pour le dosage des PPT enadentivd’acide
gallique
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[1.2.1. La teneur en PPT des extraits de feuillest drindilles de I'olivier sauvage
Tableau IX. Résultats du dosage des PPT des extraid'oléastre

Exprimée en équivalent d’acide gallique (mg EAGIg)matériel végétal, les valeurs sont
la moyenne de 2 essais * SD.

Extraits Teneur en polyphénol
(mgEAG/Q)
EEFO 65,75+ 0
EAEFO 64,31 + 0,858
Extraits EEB 62,29 + 4,004
organiques EAEB 21,78 + 0,286
EEBD 87,64+4,131
EAEBD 14,02+0,381
Extraits agqueux LFO 99,44+4,767
IFO 18,26+0,953
IBO 3,31+0,083

EAEFO : extrait de feuilles d'oléastre a I'acétate d’éthyle
EEBD : extrait de brindilles a I'éthanol a DMSO;

EAEBD : extrait de brindilles a I'acétate d'éthyle a DMSO;
LFO : lyophilisat feuilles d'oléastre;

IFO : infusion feuilles d'oléastre;

IBO : infusion brindilles d'oléastre.

Teneur en polyphénol (mgEAG/g)

120
100

80

60 -

40 - B Teneur en polyphénol
20 - (mgEAG/g)

O -

O O R R & & L O 0

Figure 18. Teneur en polyphénols totaux des extraits delésudt brindilles d’oléastre.
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[1.2.2. La teneur en polyphénols totaux des feuillede laurier

Tableau X. Résultats du dosage des PPT des extrads laurier : exprimée en équivalent
d’acide gallique (mg EAG/g) de matériel végétas laleurs sont la moyenne de 2 essais *
SD.

Extraits Teneur en polyphénols
(mgEAG/Q)
EEFL 28,65 + 0,953
Extraits organiques EAEFL 254 + 0,002
EEFLD 7,01+0,238
Extraits aqueux LFL 76,35+ 9,296
IFL 1,54+0,04

Teneur en polyphénol (mgEAG/g)

90
80 T
70
60

50
40 H Teneur en polyphénol
30 (mgEAG/g)

20 -

0 [

EEFL EAEFL  EEFLD LFL IFL

Figure 19. Teneur en polyohénols totaux des extraits delésuidurier.

EEFL : extrait éthanolique feuilles de laurier ;

EAEFL : extrait acétate d'éthyles feuilles de laurier ;
EEFLD : extrait éthanolique feuilles de laurier DMSO;
LFL : lyophilisat feuilles de laurier ;

IFL : infusion feuilles de laurier.

Les valeurs obtenues pour le contenu phénoliqué remapitulées dans les tableaux
VIII et IX. Parmi les différents extraits de I'oléastrefiaction éthanol - eau a montré le
montant le plus élevé en CP. Cette quantité dimiauec la polarité du solvant utilisé,
I’éthanol puis I'acétate d'éthyle. Dans des étymésédentes, il a été signalé que des solvants
tels que le méthanol et I'éthanol, en combinaiseecd'eau ont été employés habituellement
pour I'extraction du contenu phénolique et flavdeside plantes (SAHAt al, 2008). En
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outre la polarité du solvant est d'intérét dangrteessus d'extraction des CP et flavonoides.
Habituellement les solvants les plus polaires smmisidérés comme les plus appropriés a
I'extraction de ces composés.

Pour I'extrait organique des feuilles d'oléasteefraction phénolique la plus importante
est enregistrée avec 'EEFO (65,75 + 0) mg/g deénwtvégétal suivi par 'TEAEFO (64,31 +
0,86) mg/g. Pour ce qui est des extraits aqueuxenrarque que I'LFO présente une teneur
importante en CP (99,44+4,77), par apport a I'lE®Z6+0, 95).

Pour les extraits de brindilles, 'EEB et 'EEBWésentent une teneur élevée en CP
(62,29 = 4,00 et 87,64%4,13) mg EAG/g de poudrgeesvement, par contre I'EAEB et
I'EAEBD (21,78 + 0,28 et 14,02+0,38) mg/g respeamtient, présentent une teneur basse en
CP. Ceci indique que I'éthanol rapporte mieux IBsqDe l'acétate d'éthyle. L'extrait aqueux
IBO a enregistré la plus faible valeur avec (3,308) mg/g MV.

L'utilisation de solvants a polarités différentesrmpet de séparer les composés de la
poudre de feuilles selon leur degré de solubilié@sde solvant d’extraction.

En comparant nos résultats a ceux obtenus par (KHtlal, 2015), la teneur en
polyphénols enregistrée pour les extraits de fesidt brindilles de I'olivier (variéghetoui)
obtenue, sont de l'ordre de ( 105,21+1,83 pounleast méthanoique et 86,64 +1,42 pour
l'acétate d'éthyle) mg EAG/g d'extrait de feuille, de (90,01+0,62 pour le solvant
méthanoique et 65,10+0,80 pour I'acétate d'étimytelEAG/g d'extrait de brindilles.

Pour les résultats obtenus pour leslé=ude laurier aux solvants organiques, les taux
les plus élevés en PPT sont enregistrés avec lesitexéthanoiques (EEFL avec 28,65 *
0,953 et EEFLD avec 7,01+0,238) mg EAG/g de MVs lrésultats de (MOHSEN et
AMMAR, 2009) ont prouveé que I'éthanol est le meitlsolvant pour I'extraction des CP du
corn tassels, suivi du méthanol et finalement jgaul

Le dosage par le réactif de Folin-Ciocalteu n'est gpécifique aux polyphénols, mais
beaucoup de composés peuvent réagir avec ce ré&hmtiiant un taux phénoliques apparent
elevé (TAWAHA et al, 2007). En outre, certaines substances, telleslajygamine C, les
caroténoides, les sucres réducteurs et les aadiees phénoliques, peuvent en réduisant le
complexe phosphotungstique-phosmolybdénique it conduire a une surestimation de
la teneur en CP (OBIERt al, 2005). En fait cette méthode donne un apercguasgualité
réductrice d’'un ensemble de composés en plus des CP

La différence de teneur en PPT entre nos résudtatelles des autres auteurs peuvent
étre due aux meéthodes d’extraction utilisés, lantiteade poudre, et le volume de solvant
dans lequel la poudre est macéiée variation de la teneur en PPT est souvent céralide,
elle est dépendante de plusieurs facteurs : leslittoms climatiques et géographiques
(VASILEIOS ZIOGAS et al, 2010), les variétés de l'olivier, les conditiomhe culture et du
degré de maturation (BOUDHRIOU# al, 2009 ; VASILEIOS ZIOGASt al, 2010), I'état
physiologique et I'age de la plante (DE LEONARXSl, 2008).
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Plusieurs facteurs influencent I'extraction des&@partir de la matiere végétale tels que
le type et le volume du solvant utilisé, la tailes particules de I'échantillon, le temps
d’extraction, les conditions de stockage de I'étHian, le pH et la température (NACZK et
SHAHIDI, 2004 ; ALTIOK, 2010).

Les solvants alcooliques sont capables d’augmelg#emperméabilité des parois
cellulaires en facilitant I'extraction d’'un plus agxd nombre de molécules polaires, de
moyenne et de faible polarité (SEIDEL, 2005). Desple déroulement de la macération sous
agitation pendant un temps étalé et a températunbiaate permet, respectivement,
I'épuisement du solvant en composeés extraits efprigvention de leur altération ou
modification probable par la température élevée.

Les teneurs en PPT déterminées ne sont pas desesmesisolues des quantités des
phénols du matériel de départ, elles sont en bagges sur la capacité réductrice relative a
une capacité réductrice équivalente a l'acide gadli(EAG). Les valeurs obtenues par la
méthode colorimétrique fournie des informationseclies sur la quantité des groupes
phénoliques antioxydants de l'extrait qui dépendersellement du nombre des groupes
hydroxyles de ces derniers (BALASUNDRA# al, 2006).

[1.2.3. La teneur en PPT des extraits de margines

Parmi les trois extraits a l'acétate d'éthideteneur la plus élevée en polyphénols est
obtenus pour I'extrait EMA (986.52+0.04), suiviE®A2 (534,27 +0.79). Puis vient ensuite
I'EMAL (210,67 £0.016).

Tableau XI. Résultats du dosage des PPT des extmitle margines :exprimée en ug/ml,
les valeurs sont la moyenne de 2 essais + SD.

Extrait Teneur en PPT en ug/ml

EMA 2 534,27 +0.79
EMA1L 210,67 +0.016
EMA 986,52 +0.04

Ces valeurs sont proches a celles des marginexaiaes de la région de Marrakech
rapportées par EL HADJOUJ# al, (2008) qui sont de l'ordre de (0,79 + 0,11) eglles
sont tres loin de celles trouvées par SIFOUNE, §2QGibur les margines algériennes, par
ENA et al, (2007) pour les margines Italiennes, et par Gleesaet al, (2011) pour des
margines portugaises qui sont respectivementaildré de 5,48 g/l , et de 4,36 g/l, et de 7,7
gll.

En effet, ALLOUCHEset al, (2004) ont démontré que I'acétate d’éthyle ess jgifficace
que les autres solvants d’extraction avec un tdaxtrction élevé. L'acétate d'éthyle est
confirmé étre un solvant convenable pour la réatm#r des CP contenus dans la margine
(VISIOLI et al, 1999 ; BCHERRAWI, 2002).
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[1.3. Résultats de la mise en évidence de l'actiégtantioxydante

Test DPPH : Cette méthode est basée sur la dégnadiat radical DPPHe. La réduction
de ce radical par un donneur d’atome H venant aatibxydant a tester AH conduit a la
formation de la 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine ihm@ DPPH-H et au radical Ae.

DPPHe + AH———» DPPH-H + Ae

L’activité antioxydante des différents extraits lt@ivier (feuilles, margines) ont été
évaluée en suivant la réduction du radical DPPHsptcompagne par son passage de la
couleur violette a la couleur jaune mesurable a fh7 Ce chromogene violet est facile a
utiliser, a une grande sensibilité, permet I'analsapide de I'activité antioxydante d’un grand
nombre d’échantillons et donne des résultats remtiales (GULCINet al, 2010).

11.3.1. Activité antioxydante des extraits d'okastre, des feuilles de laurier et margines
Douze de nos extraits ont été soumis a la détetimimde leur activité antioxydante,
par la méthode du DPPH.

1,4 -
1,2 -
—=—EAEFL
1 —+—EAEBD
£ —— EEFL
S —=—EEB
Lo
@® 0,8 1 ——EMA
8
= ——EEFO
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Figure 20. Cinétique de l'activité antioxydante des difféseextraits de I'oléastre,
laurier et margines.
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Figure 21.Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par leisasts des feuilles et brindilles
de I'olivier sauvage, les feuilles de laurier et teargines.
(Chaque valeur représente la moyenne de deaises SD).

La figure 20, montre I'évolution du piégeage ducaaldibre DPPH de nos extraits par
I'enregistrement des DO a 517 nm chaque 10 minuéssrésultats obtenus dans les graphes
et histogrammes on montré une activité antioxyglaetmarquable des différents extraits.
Avec une évolution rapide des extraits de margatdsindille a I'acétate d’éthyle alors que le
taux de piégeage du DPPH le plus élevé est enmegigec I'extrait EAEFL (figure 21).

Les résultats de KHLIEt al (2015) montrent que les extraits méthanoliquesuniet
activité antioxydante plus élevée que les exténitacétate d’éthyle, cette différence entre nos
résultats et les leurs pourrait étre di a la vanatle la composition chimique de nos extraits
testés et leurs concentrations.

[1.4. Résultats de I'activité antibactérienne : Méhode de diffusion sur I'agar

L'activité antibactérienne des extraits bruts (flesi et brindilles de I'oléastre, feuilles
de laurier et margines), ainsi que I'AT a été é&mldans cette étude par la technique de
diffusion sur l'agar (méthodes des disques) vissade 14 souches bactériennes aprés 24
heures d'incubation a une température adéquatechaque souche. Cette méthode permet de
tester difféerents composés contre un seul microosgee (RIOS et RECIO, 2005).

Notre étude microbiologique, a fait I'objet d'w#tion de 14 souches bactériennes pour
ces tests. Le choix retombé sur ces bactéries 'ese gart leurs incrimination a causer
plusieurs maladies infectieuses qui constituensémeux probleme de santé publique en
raison de leurs résistances fréquentes aux agetiteicobiens (antibiotiques, et autres
agents biocides), tels qire aeruginosa, E. coli, S aureus et K. pneumoniae ; et d’autre part
sur leur contribution a des maladies liées a laitdrction alimentaire.
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D’autres bactéries par contre ne sont pas congs@#mme pathogenes pour 'Homme,
mais peuvent contaminer certains aliments et progogarfois une intoxication alimentaire
commeB. subtilis. Alors que,P. marginalis est une bactérie du sol qui peut éventuellement
causer des pourritures des tissus végétaux (SMtTaH 1988) et B. thermosphacta est une
bactérie d'altération des viandes.

[1.4.1.Tests de sensibilités

Nous avons étudién vitro le pouvoir antibactérien des extraits de I'oliviauvage,
margines, du laurier noble et de I'AT par la méthdé diffusion des disques sur un milieu
gélosé solide (Muller Hinton).

L’activité antibactérienne de nos produiss estimée en termes de diamétre de la zone
d'inhibition autour des disques contenant les @steatester vis-a-vis des bactéries choisis
apres 24 heurs d'incubation a une température atda 37°C (30°C pous. thermosphacta
CIP 103251). Les résultats obtenus sont consigas lgs tableaux représentés ci-dessous.

[1.4.1.1.La sensibilité bactérienne aux extraits déeuilles et brindilles de I'olivier sauvage
Tableau Xll. Diametres des zones (mm) d’inhibitions (moyenneD} Srovoquées par les
extraits de feuilles et brindilles de l'olivier seage et leurs sensibilité.

Bactéries testées |Valeurs des diameétres d’inhibition (mm) et sengiibactérienne

EEFO |EAEFO |EEB EAEB LFO IFO 1B
S. aureus / / 11,5+0,7 1140 10,5+0,7 /
ATCC 43300 - - + + + - -
S. aureus 7,5+0,70 / 8,5+0,7 |/ 8,5+0,70 / /
ATCC 25923 - - - - - - -
E.coli / / 11,5+0,7 [/ 9+0 / /
ATCC 25322 - ] + - + i i
B. cereus 24,4+0,7 27,5+0,7 31,5+0,7 | 28,5+0,7 ' 9,5+0,70 / /
ATCC 10876 +++ +++ +++ +++ + 5 =
P. aeruginosa / / / / 70 / /
ATCC 27853 - - - - - - -
P. marginalis 7,5+0,7 - 12,5+0,7 | 9,540,7 | 12,5+0,7 9,5+0,7 9,5+0,7
DSM 13124 - - + + + + +
B. thermosphacta | 25+0 | 20,5+0,7031,5+0,7 | 20,5+0,70/ / /
CIP 103251

+++ +++ +++ +++ - - -
B.subtilis ATCC 8+0 / 10,5+0,7 '/ 8,5+0,7 |/ /
6633 i i + i i ) i
B. megaterium 8+0 / 12,5+0,7| / 9,5+0,7 / /
ATCC 9885 - - + - + - -
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C. freundii 7,5+0,70 / 8,5+0,7 9,5+0,7 740 / /
ATCC 8090 - - . + - - -
E. faecalis / / / / 9,5+0,7 | / /
ATCC 0409 . ) - B + - -
E. faecalis / / / / 10,5+0,7/ /
ATCC 49452 - . . - + - -
K. pneumoniae | 7+0 / / / 10,5+0,7/ /
ATCC 700600 - - - - + - -
K. pneumoniae 8+0 / 10+0 / / / /
ATCC 4352 - - + = = - -

(/) : pas de zone d’inhibition.
Les mesures des halos d’inhibition nous ont peduislasser les bactéries suivant leur
degré de sensibilité aux extraits.
- Non sensible (-) pour un diamétre moins de 8 mm ;
- Sensible (+) pour un diamétre entre 9 a 14 mm ;
- Trés sensible (+ +) pour un diamétre entre 15 efDet extrémement sensible (+++)
pour un diametre de plus de 20 mm (MOREI&AI, 2005).
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Figure 22.Représentation graphique des diametres des zonégbition en (mm) exercés
par les extraits bruts de feuilles et brindilled’divier sauvage.

D’apreés le tableau XlI, on remarque que, pour lésaés de feuilles de I'olivier sauvage
( EEFO, EAEFO), la majorité de nos souches s'av@ésistantes a ces derniers avec des
zones de moins de 8 mm de diametre, excepté leshesB. cereus ATCC 10876, B.
thermosphacta CIP 103251 qui ont montré une forte sensibilitécades zones importantes
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de (24,4+0,7 et 25+0 pour EEFO ; et de 27,5+0,206¢5+0,70 pour EAEFO) respectivement
pour les deux souches.

Pour ce qui est des extraits de brindilles d'otéa6tEEB et EAEB), les souch&
cereus et B. thermosphacta CIP 103251 expriment une extréme sensibilité w$sade ces
extraits avec des diametres de (31,510,7 ; 28,5¢031,5+0,7 ; 20,5+0,70 )mm de et une
faible sensibilité est marqués par les soucResnarginalis DSM 13124,S. aureus ATCC
43300). Alors qu'une non sensibilité totale a ééwee pour les souch&s aureus ATCC
25923, P. aeruginosa ATCC 27853,Enterococcus faecalis ATCC 0409/ ATCC 49452 et
Klebsiella pneumoniae ATCC 700600. Tandis que les souclhesoli ATCC 25322 B.subtilis
ATCC 6633, B. megaterium ATCC 9885 et Klebsiella pneumoniae ATCC 4352 sont
sensibles pour I'EEB et non sensible pour EAEB.

Pres de la totalité des souches sont non sengiblasles extrait aqueux (IFO et IB),
sauf pourP. marginalis DSM 13124 qui a donnée une zone d'inhibition (9,8x@our les
deux extraits, alors que l'extrait aqueux lyopRil{tFO) a donné des résultats qui variables
entre non sensible et sensible.

D'apres nos reésultats, les souch@saureus ATCC 25923,et P. aeruginosa ATCC
27853 sont des bactéries ayant une résistande patar touts les extraits de I'olivier sauvage
testés. Néanmoin8,. thermosphacta CIP 103251 eB. cereus présentent les souches les plus
sensibles pour touts les extraits.

Les résultats obtenus par OUTAYEB et TOUABI (2Q1djpntrent que les extraits
bruts des feuilles d'olivier variétghamlal n'‘ont aucun effet antibactériens vis-a-vis &es
aureus, E. coli, P. aeruginosa, P. marginalis, B. substilis, B. megaterium. Ces résultats sont
confirmés par les nétres. lls ont enregistrés whigite antibactérienne de 13 et 12.5+ 0.7 mm
pour les extraits organiques contre la souBhéhermosphacta, comparé a nos résultats ils
sont inferieurs ( 25+0 et 20,5+0,7), cette différerpeut étre due a la différence entre les
variétes testées.

En comparants ces résultats a ceux obtenus par AKR&@ HARANI (2011), I'extrait
brut de la variété dehamlal a une forte activité antibactérienne vis-a-vissdaureus (15,33
mm) et une faible activité avde coli (10 mm). Cette différence est due probablemeat a |
diversité des régions de collecte des feuillesydaété, la période, la partie de l'arbre
considére pour leur récolte et I'altitude de laoégar a rapport au niveau de la mer.

Par ailleurs, les résultats obtenus par DJENANEestcollaborateurs en 2012, avec la
variétéazarradj, vis-a-vis deS. aureus (16, 33 = 1,8 mm) €. aeruginosa (15, 29 + 1,9 mm),
montrent que nos valeurs sont remarquablementefiliTeci est d0 principalement a la
différence des variétés utilisées.

D'aprés les résultats exprimés dans le tableay MBlextraits organiques des brindilles
ont une activité appréciable contre la plupart simsches étudiées avec des zones allant de
8,5+0,7mm a 31,5+0,7 pour EEB et de 9,5+0,7 a ZB5hpour EAEB. Par contre aucune
inhibition n'a été marquée pour ces deux extraitdgs soucheB. aeruginosa ATCC 27853,

E. faecalis ATCC 0409/ ATCC 49452 d€. pneumoniae ATCC700600.Aussi mis a parP.
marginalis DSM 13124, toutes les souches ont expriméesasistance a I'extrait aqueux IB.
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HUSSAIN et al (2014) ont trouvés des zones d'inhibitions impdriaour I'extrait
éthanolique des brindilles contre les souclBessubtilis, S aureus, P. aeruginosa, K.
pneumoniae et C. freundii (18,16+0,28 ; 20,33+0,57 ;18,33+0,57 ; 16,5+0,20,5+0,5)
respectivement. Ces résultats sont nettement supgraux notre, cela pourrait étre du a la
variation des méthodes d'extraction donc en teae®PPT, qui est influencée par le degré de
maturité, comme il a été signalé par FABER&l (2008).

En général, leS. aureus sont résistants aux extraits naturels des plaotesme celles
obtenues par KALOUSTIANet al, (2008) qui ont observé une absence d’activité
antibactérienne des huiles essentiellekadande vis-a-vis de la souch@ aureus.

L’efficacité de I'activité antibactérienne des ets dans cette étude, pourrait étre
attribuée a la présence de concentrations élevéeleuropéine, hydroxytyrosol et
verbascoside. Les trois polyphénols sont considgess plusieurs auteurs comme des
antibactériens et antifongiques potentiels (AZd#Aal, 1998 ; BISIGNANOet al, 2000 ;
SUDJANAEet al, 2009).

Les résultats de notre étude montrent que lesiexteganiques se sont avérés plus
efficaces contre les bactéries Gram positifs qgeblgctéries Gram négatifs, ces dernieres
possedent une forte résistance. Cette résistahgeatmblement liée avec la nature de leurs
membranes externes (imperméable a la plupart dagsafiocides) (FAUCHER et AVRIL,
2002). Cette derniere est composée de lipopolysaickds (LPS) qui forme une barriere
imperméable aux composés hydrophobes (MA&tiNI, 2000) et limite la diffusion de ces
composés (LAMBERTet al, 2001 ; TIANet al, 2009). En présence d’agents perméabilisant
de la membrane externe, des substances inactiné® aes bactéries deviennent actives. En
plus, la configuration spatiale des molécules gupé&chent les antibactériens de traverser les
protéines de transport (porine) de la membranerextet ne pouvant pas donc atteindre le
peptidoglycane de la paroi bactérienne (BOUSSEBO20A1 ; PAGESt al, 2003).

L'exemple deP. aeruginosa ATCC 27853, qui c'est révélée résistante pour ttegs
extraits de feuilles et brindilles de I'olivier sage. Celle-ci est connue pour ces résistances a
certains antibiotiques ainsi qu’a une grande variéagents chimiques’ou son implication
fréquente dans les infections hospitaligffd®ANN et al, 2000).L'un de ces mécanismes de
résistance est lié a sa capacité de changer defypérpar mutatiofMARTIN et al, 1993).

Ou bien a développer chez ce pathogéene un autremugyrésistance propre et naturel contre
les composants antimicrobiens (STOVE&Ri, 2000).

Plusieurs auteurs ont rapporté la faible senstbdits souches d® aeruginosa vis-a-
vis de I'huile essentielle d&hymus vulgaris (THUILLE et al, 2003 ; BOUHDIDet al,
2006). Pour cela nous pouvons conclure que l'détigntimicrobienne des extraits dépend
non seulement des CP mais, aussi de la présentiféents métabolites secondaires.

En outre, les activités antimicrobiesrde ces extraits sont difficiles & corréler & un
composé spécifique en raison de leur complexitéewt variabilité. Néanmoins, certains
chercheurs ont signalé qu’il existe une relatioroitg entre la composition chimique en
élément les plus abondants et I'activité antimi@ohe (DJENANEet al, 2012).

Les bactéries a Gram positif sont généralemeniples sensibles aux effets de ces
extraits polyphénoliques, cela est di principalenaex peptidoglycanes constituant la paroi.
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En effet, les bactéries perdent leur rigidité etysent sous leur pression osmotique interne
qui rompt leur membrane cytoplasmique (ATHAMEMN#al, 2010).

11.4.1.2. La sensibilité bactérienne aux extraits d feuilles de laurier noble

Les diametres d'inhibition exprimés par les exdrdie feuilles de laurier sont reportés
dans le tableau suivant :
Tableau XllIl. Diametres des zones (mm) d’inhibitions (moyenneD} 8xprimés par

les extraits de feuilles de laurier noble et legensibilité.

Bactéries testées

S. aureus
ATCC 43300

S. aureus
ATCC 25923
E.coli

ATCC 25322
B. cereus
ATCC 10876
P. aeruginosa
ATCC 27853
P. marginalis
DSM 13124
B. thermosphacta
CIP 103251

B.subtilis
ATCC 6633

B. megaterium

ATCC 9885
C. freundii
ATCC 8090
E. faecalis
ATCC 0409
E. faecalis
ATCC 49452

K. pneumoniae
ATCC700600

K. pneumoniae
ATCC4352

Valeurs des diameétres d’inhibition (mm)

EEFL
12,5+0,7
+
13,5+0,70
+
11,5+0,7
+
21,5+0,70
+++

/

11,5+0,7
+
24,5+0,7
+++
10+0

+

11+0

+
9,5+0,7
¥

/

/

8+0

10+0

EAEFL
9+0

+

/

10,5+0,7
+
12,5+0,7
+
9+0
+
11,5+0,7-
+

12+0
+
7,5%0,7
9+0
+
/
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Figure 23. Représentation graphique des diameétres des zoimdsbitions en (mm)
exprimées par les extraits bruts de feuilles dedau

Les extraits organiques testésldwirus nobilis ont présentés un large spectre d'action;
agissant aussi bien sur les bactéries a Gram suyules bactéries a Gram -. Néanmoins, les
diametres des zones d'inhibition ne dépassent @gas @m. Notons que le pouvoir
antibactérien de I'EEFL s'est révélé plus importame 'EAEFL.

Les souches E. faecalis ATCC 0409, etP. aeruginosa ATCC 27853 se sont en
revanche d'une grande résistance vis-a-vis desiwxtde laurier. Contrairement B.
thermosphacta CIP 103251,B. cereus ATCC 10876.

P. aeruginosa est connue pour sa résistance intrinséque a uge ¢gmme de biocides,
associée a la nature de sa membrane externe. li2etiere a une capacité de synthétiser et
secréter des agrégats structurés appelés biofilmaatrices composées de polysaccharides.
Ces biofilms forment une barriere physique conweatiée d'agents antimicrobiens et elle
secréte aussi des complexes enzymatiques extlaceltuqui peuvent méme dégrader des
huiles essentielles (MAOZ et NEEMAN, 2000)

Les résultats des diametres des zones d'inhibitiansrés par OUIBRAHIM (2015)
pour I'huile essentielles deaurus nobilis, sont plus élevéd(coli ATCC 25922 (15,9mmp
aeruginosa ATCC 27853 (11,4 mm) éaureus ATCC 25923 (15mm)) a ceux retrouvés dans
notre étude pour les extraits organiques. Cetteitapte bioactivité des huiles essentielles
comparé au extraits organiques est en relatiorc dear composition chimiques, et
I'interaction entre ces divers structures aromasqIDORMAN et DEANS, 2000 ; MARINO
et al, 2001 ; DELAQUISet al, 2002 ). D'apres OUSSOdt al (2004), ces molécules agiraient
le plus souvent par une action synergique au seitihdile essentielle. En outre, I'activité
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d’un extrait est probablement due a la présenceydergie entre un nombre de composants
gui deviennent inactifs individuellement (SARKERal, 2005).

11.4.1.3.La sensibilité bactérienne aux extraits denargines
Les diametres d’inhibitions provoqués par les a@tsrde margines sont consignés dans
les tableaux suivants :
Tableau XV. Diametres des zones d'inhibitionssensibilité des espéeces aux extraits de
margines. (moyenne + SD).

Bactéries testée Valeurs des diameétres d’inhibition (mm)

EMA1 EMA2 EMA3 EMAD EMApH2 EMADpH2 EMDE

S. aureus 12+0 | 15,5+£0,7 NT NT NT NT NT
ATCC 43300 + ++
S. aureus 11,5+0,70 16%0 1310 1440 15,5+0,7 13,5+0,7 | 11,5+0,7
ATCC 25923 + ++ + + ++ + +
E.coli 10,5+0,7 | 12,5%0,7 12,5+0,7 1210 11,5+0,7 1210 11,5+0/7
ATCC 25322 + + + + + + +
B. cereus 14,5+0,70 13,5+0,7 11,5+0,7 140 16,5+0,7 13,5+0,7 | 10,5+0,7
ATCC 10876 + + + + ++ + +
P. aeruginosa 1110 1110 10,5+0,7 11,5+0,7 13,5+0,7 11,5+0,7 8,30
ATCC 27853 + + + + + + -
P. marginalis | 11,5+0,7 13,5+0,7 NT NT NT NT NT
DSM 13124 + +
B. thermosphacta 19,5+0,7 20,5+0,7 NT NT NT NT NT
CIP 103251 ++ +++
B.subtilisATCC | 13,5+07 14,5+0,7 12,5+0,7  12+0 13,5+0,7 14,5+0,7 | 11,5+0,7
6633 + + + + + + +
B. megaterium | 11,5+0,7| 13,5+0,7 120 12,5+0,7 1310 10+0 10,5%0,7
ATCC 9885 + + + + + + +
C. freundii 12,5+0,70 1240 NT NT NT NT NT
ATCC 8090 + +
E. faecalis 10£0 | 11,5+0,7 NT NT NT NT NT
ATCC 0409 + +
E. faecalis 12,5+0,7 12,5+0,7 130 13,5+0,7 12,5+0,7 1410 11,5+0,7
ATCC 49452 + + + + + + +
K. pneumoniae| 10,5%0,7| 12+0 11,5+0,7 1240 1310 1310 10,5+0,7
ATCC700600 + + + + + + +
K. pneumoniae  12+0 12+0 NT NT NT NT NT
ATCC4352 + +
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NT : non testé.

Selon les résultats décrient dans le tableau, testextraits de margines a l'acétate
d'éthyle délipidés ou non ( EMAl, EMA2, EMA3, EMACEMApH2, EMADpH2 )
présentent un large spectre d’action vis-a-visodiet les souches bactériennes (Gram positif
et Gram négatif) testées avec des diamétres qigntade 10 & 20,5+0,7 mm, Ces résultats
sont supérieurs a ceux éxprimés par 'TEMDE. Ceideme présente pas une grande activité
contre les souches testées, ce qui nous amene gudr cette différence de sensibilité des
souches vis-a-vis de ces extraits pourrait étra Buméthode et au solvant d'extraction.

Selon CANDAN et ses collaborateurs (2003), les wufaes hydrosolubles exercent un
effet plus faible comparé a celui des substancashydrosolubles. Cela référe probablement
a la capacité des molécules liposolubles de stater dans les membranes des cellules
bactériennes et les endommager.

25

" EMAL

20
uEMA2

" EMAD

® EMAS

Diametre en mm

= EMApH2

= EMADpH

2
EMDE

Souches bactériennes

Figure 24. Représentation graphique des diameétres des zomésbdion provoqués par les
extraits de margine.

EMAL : extrait de margines a l'acétate d'éthyle 1,
EMAZ2 : extrait de margines a l'acétate d'éthyle 2;
EMAZ3 : extrait de margines a l'acétate d'éthyle 3;
EMAD : extrait de margines a l'acétate d'éthyle délpidé
EMApH ; : extrait de margines a l'acétate d'éthyle & pH
EMADpH ; : extrait de margines a l'acétate d'éthyle dédigigpH;
EMDE : extrait de margines au diéthyle éther.
Concernant les deux extraits apres délipidaticddAB, EMAD , pH,), ils ont presque
le méme effet antibactérien.

Les substances phénoliques contenuesléamsargines sont potentiellement toxiques
et inhibent le développement des micro-organisiW&ERCAUTEREN, 1998). Le degré de

59

——
| —



Résultats et discussions

toxicité des polyphénols dépend de leur natureededr degré de polymérisation (BECCARI
et al, 1996).

Les effluents d'huilerie dolive possedent un effahtimicrobien (RAMOS-
CORMENZANA et al, 1996), qui est lié essentiellement a I'actionrege par les phénols
monomériques et les pigments bruns ou catécholinglae (HAMDI et ELLOUZ, 1993).
Ces composés phénoliques sont connues par leurcigapalénaturante des protéines
agissent sur les bactéries en causant une fuitecdestituants cytoplasmiques tels les
protéines et minéraux, en se liant aux peptid@gigs et causé ainsi la rupture de la paroi
bactérienne ( ARABteal, 2013 ; DAHECHet al, 2013 ), ce qui entraine une augmentation de
la perméabilité membranaire aux protons et aux poiassium, une perturbation de la force
proton motrice et une dénaturation des protéingadeallulaires ( LAMBERTet al, 2001 ;
BURT, 2004 ; BAKKALI et al, 2008 ).

[1.4.1.4.La sensibilité bactérienne aux composéspnoliques standards
Les diamétres des zones d’inhibitions provoquéslgmarCP sont consignés dans les
tableaux suivants :

Tableau XVI. Diametres des zones (mm) d’inhibitions (moyennel) 8xprimées par le
composé phénolique AT et sensibilité des espéses-vis de ce CP.

Bactéries Sensibilité et valeur des diametres d'inhibition
testées (mm)
S. aureus 17+0
ATCC 43300 ++
S. aureus 8,5+0,7
ATCC 25923 -
E.coli 10+£0
ATCC 25322 +
B. cereus 11,5+0,7
ATCC 10876 +
P. aeruginosa 12,5+0,7
ATCC 27853 +
P. marginalis 225+0,7
DSM 13124 F
B. 23+0
thermosphacta +++
CIP 103251
B.subtilis 8,5+0,7
ATCC 6633 -
B. megaterium 21+0
ATCC 9885
+++
C. freundii 8+0
ATCC 8090 -
(o)
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E. faecalis 11+0
ATCC 0409 +
E. faecalis 12+ 0
ATCC 49452 +
K. pneumoniae 9+0
ATCC700600 +
K. pneumoniae 19+0
ATCC4352 ++
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Figure 25. Représentation graphique des diameétres des zomdsbiion exprimés par
I'acide tannique.

On remarque que I'AT exerce un large spectre d/déticar il agit sur toutes les
bactéries Gram positif et négatif, mais généraléneerdegré de sensibilité differe d’'une
souche a une autre.

Une forte activité antibactérienne est obtenue lpar avec des diametres des zones
d’inhibitions allant jusqu'a 23 mm, ce qui nouseapis de dire que ce CP est tres actif vis-a-
vis de toutes les souches bactériennes. Comparadivteaux résultats obtenus par MADI
(2009), I'AT possede un effet considérable et inguutr surS. aureus ATCC 43300 (15 mm),
ce qui est en accord avec notre résultat sur lagrgduche (17+0) mm. Selon CUE\&Aal
(2010), les acides phénoliques ont une activitébactérienne § aureus, E. coli, P
aeruginosa, B. subtilis, etB. megaterium).

Les polyphénols, tel que les tanins et les flavde®] ont une activité antibactérienne
importante (MACHADCOset al., 2002). L'activité antimicrobienne des flavonai@ést di a leur
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capacité de solubiliser les protéines et de fordes complexes avec la paroi cellulaire
pendant que les tanins peuvent étre en rapportlauecapacité de désactiver des adhésions
microbiennes, enzymes et les protéines de la memabcallulaire (RAVIKUMAR et al,
2005).

Les tannins ont une action antibactérienne puissdelir permettant d’inhiber la
croissance des bactéries ruminales (dont certanes sporogenes) comm@ostridium
aminophilum, Butyvibrio fibrisolvans, C. proteoclasterium (CHATTERJEE et al, 2004 ;
LEITAO, 2005), Ainsi que les bactéries responsatiesglifférentes infections chez I’homme :
E. coli, S aureus, Helicobacter pylori, Proteus mirabilis. L'inhibition bactérienne par les
tannins est dépendante de la structure et du digg@ymeérisation de ces derniers, mais ceci
n'est pas toujours le cas (SIVAKUMARAN, 2004).

La sensibilité de la soucl aureus peut s’expliquer parla probabilité de la sensibilit
des bactéries Gram positif aux changements enwéroepntaux externes, tels que la
température, le pH, et les extraits naturels duel'absence de la membrane
externe (BALENTINEet al, 2006).

La membrane des bactéries a Gram positif peut tédneersée facilement par les
polyphénols qui peuvent atteindre leurs sites @acteEn effet, il a été démontré que les
polyphénols détruisent la membrane plasmiqueridéét la force motrice des protons et
le mouvement des électrons active le transportaetolagulation des contenus cellulaires
(SHAN et al, 2007).

A partir de ces résultats, on peut déduire et coddi le pouvoir antibactérien des
polyphénols, dont I'acide phénolique AT.

- Concentration en CP déposé dans le disque

La concentration préparée pour AT dans du DMSOépibgé par chaque disque est
(200ug/ 20ul).

Les CP sont produits en réponse a linfection ntimone par les plantes. Par
conséquent, I'efficacité de ces substances évainéasro ont montré une action inhibitrice
sur les microorganismes.

[1.5. Résultats des parameétres d’inhibitions

[1.5.1. Résultats de I'activité antibactérienne éstée par la méthode de micro-dilution en
milieu liquide (détermination des CMI)

Nous rapportons dans le (tableau VII) les CMI ddsadtsles plus actifs constatés lors
de I'étude en milieu solidelontles diametres d’'inhibition sont>10 mm (choix ardite), qui
sont obtenues par la méthode de micro-dilution gieurliquide.
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L’analyse des données expérimentales montre quepamativement au témoin de
croissance, il y a une diminution du trouble prav®gar la croissance des germes au fur et a
mesure que la concentration en extrait augmentes. fdsultats montrent que les extraits
organiques EEBD, EMA, EEFLD et I'AT ont eu une b antibactérienne en inhibant la
croissance des germes bactériens selon une rethig@mréponse. Cela nous a donc permis de
déterminer les différents parameétres antibactéaesmvoir la CMI et la CMB.

Selon COWAN (1999), les polyphénols sont les ppaak composés antimicrobiens
des plantes possédants des modes d’action divelesedctivités inhibitrices et Iétales vis-a-
vis d’'un nombre important de microorganismes.

- Les CMI retenues par les extraits de feuilles de laier, brindilles de ['olivier
sauvage et AT
Les CMI obtenues par les différents extraits sepbrtées dans le tableau ci-dessous :

Tableau XVII. Concentrations minimales inhibitrices (CMI exprimegfeug/ml) retenues par
les extraits EEBD, EEFLD et I'AT.

. ———— | EEB | EERL AT

P. marginalisDSM 13124 | 12640,45 ~NT 78,125

B. thermosphactaCIP 103251 1580,06 156,5 78,125
S. aureusATCC 43300 NT 78,25 625

NT : non testé.

ALIGIANNIS et ses collaborateurs, (200) FABRI et al., 2009)ont proposés une
classification des extraits du matériel végétallalrase des résultats des CMI, comme suit :
- Forte inhibition : CMI inférieure a 5@@/ml ;
- Inhibition modérée : CMI varie de 6@@/mla 1 500ug/ml;
- Faible inhibition : CMI supérieure a 1 6Qg/ml.

D’apres le tableau XVIII, I'AT inhibeP. marginalis DSM 13124t B. thermosphacta
CIP 103251a la méme CMI (78,125 pg/ml). Tandis qu'il inhibeureus ATCC43300 a une
CMI de 625ug/ml. Selon ces résultats, on constate une forte inbibibbtenues avec I'AT
(CMI < 500 pg/ml) vis-a-vis des souches bactérienResnarginalis DSM 13124et B.
thermosphacta CIP 103251 et une inhibition modérée p&uaureus ATCC43300.

Comparé ces résultats obtenus avec I'AT a ceuxWBAYEB et TAOUBI (2014), ils
sont remarquablement proches, avec 500 pg/ml $a@uwreus ATCC 43300, et 62.5 pg/mi
pour B. thermosphacta CIP 103251 eP. marginalis DSM 13124.

De méme, l'extrait organique EEFLD inhili® thermosphacta CIP 103251, etS
aureus ATCC 43300 a des CMI166,5; 78,25 ug/ml respectivemenfes CMI indiquent
une forte inhibition de cet extraits pour les smschestées. CependalEEBD inhibe B.
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thermosphacta CIP 103251 a une CMI égalel&80,06pg/ml, etP. marginalisDSM 13124 a
12640,45ug/ml Donc I'EEBD exerce une faible inhibition. C'estupquoi, il posséde la plus
faible inhibition par rapport aux autres extraits.

Nous avons comparé nos résultats avec ceux de TIHEJt ses collaborateurs, (2003),
qui ont déterminé les CMI d’extraits méthanoliqusThymus vulgaris sur sept souches
microbiennes, notammentS aureus 25923(2 500 ug/ml), E. coli ATCC 25922 (> 5 000
ug/ml). lls ont enregistré une faible activité papport a nos extraits.

Dans les travaux de HOSSAIN et al (2010), I'hnueentielle du basilic a affichée des
CMI allant de 62 a 50@l/ml, a I'encontre deSalmonella typhi, E. coli, S. aureus et B.
substilis. Ces résultats sont similaires a ceux de I'AT &FED, et sont nettement inférieur a
ceux de I'EEBD.

[1.5.2. Détermination des CMB et la nature de KActivité antibactérienne

La CMB est déterminée apres I'ensemencement dédrimscprélevées a partir des puits ou la

concentration est a la CMI. Les résultats obtenus sont présentés lgatableau ci-dessous.
Les CMI et les CMB déterminées sont caractérissgdien extrait pour une souche

donnée. Ainsi donc, l'action d'un extrait sera @#reée comme bactéricide si le rapport

CMBJ/CMI est égal a 1. L'action est dite bactéribgtee si le rapport CMB/CMI est supérieur

a 1l (KAROUet al., 2005).

Tableau XVIIl. Les CMB et la nature de I'activité obtenue pardég&erents extraits.

Extraits Souches CMI | CMB | CMB/CMI | Interprétation

B. thermosphacta CIP 103251

1/64 ND ND ND
EEB
P. marginalisDSM 13124 1/8 1/8 1 Bactéricide
=i S aureus ATCC43300 1/64 ND ND ND
B. thermosphacta CIP 1032511 1/32 ND ND ND
S aureus ATCC 43300 1/8 ND ND ND
AT P. marginalisDSM 13124 | 1/64 | ND ND ND
B. thermosphacta CIP 103251 1/64 = ND ND ND
S aureus ATCC 43300 1/8 ND ND ND
B. thermosphacta CIP 103251 L4 ND ND ND
EMA P. marginalisDSM 13124 1/8 1/4 1/2 Bactériostatique
C. freundii ATCC 8090 1/32 ND ND ND
E. feacalis ATCC 0409 1/8 ND ND ND
P. aeruginosa ATCC 27853 1/2 ND ND ND
ND : non déterminé.
(o]
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D’apres le tableau alessus, EEB exerce un effet bactéricide cor P. marginalis

DSM 13124. Par contreEMA provoque un effet bactériostatique conE P. marginalis
DSM 13124.

Les résultats dOUTAYEB et TAOUBI (2014), ont montré un effet badtéde de
I'extrait de margines a l'acétate d'éthyle coP. marginalis DSM 13124 Alors que notre
extrait a exprimer un effet bactériostatique congtte souch

KIM et ses collaborateurs, (1995) cdéja indiqué qu’en raison de la variation dan
diffusion et des propriétés de solubilité des défds composés dans les différents milie

les résultats obtenus par la méthode des disqupsuwent pas étre directement compara
a ceux obtenus p&é méthode de mic-dilution.

La plupart des méthodes utilisées ont été critiguee plusieurs auteurs. Ces critiq
ont été basées sur la discordance observée darésldtats obtenus concernant I'étude d
zone d'inhibition et I'étude de linhibition de leroissance a difféntes concentrations. L
notions de CMI, CMB, CMFS et CMFC ne sont pas défirde facon précise et universe
les auteurs ont exprimé les résultats avec difféeennités. Ces concentraticpeuvent étre
exprimées epg/ml (OUSSOUEet al, 2008) enul/ml (De BILLERBECK et al, 2002) ou en %
(v/v) (BOURKHIS et al, 2007) ce qui rend la comparaison des résultate enx difficile.

[1.6. Activité antibiofilm
[1.6.1. Test d'adhérences des souches sur microplac
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Figure 26.Test d'adhérence de souches bactériennes sur famue®6 puit:
-Répartition des souches dans la micropl.
S1:C. freundii / S2:B. cereus / S3 :E. feacalis (ATCCO0409) / S4 P. aeruginosa / S5 :P.
marginalis / S6 :E. feacalis ( ATCC 49452 ) / S7 K. pneumoniae (ATCC 700600) / S8 B.

thermosphacta / S9 : B. megaterium / S10 :K. pneumoniae (ATCC ) / S11 :S aureus
(ATCC25923) / S12E. coli / S13 :B. substilis/ T : témoin négatif.
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Aprés révélation au cristal violet les réats de la microplagué 96 puit montrent que
les souchesBacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa 27853, Enterococcus feacalis 49452,
Klebsiella pneumoniae 700600, Bacillus megaterium, Klebsiella pneumoniae 4352, S. aureus
25923, E. coli 25922, B. substilis sont formatrices de biofilm bactériens.

11.6.2. Test de I'activité antibiofilm des extraits
11.6.2.1. Test de l'activité antibiofilm de I'AT contre les ©uches formatrices
Un choix arbitraire des souches a été fait poutdsts de sensibilit

Souche +AT (V/V) Temoin positif Témeoin négatif
A A

Figure 27. Effet antibiofilm de I'AT sur quelques souches fatrices, en microplaque a
puits.

11.6.2.2. Test de l'activité antibiofilm de I'EMA contre les souches formatrice:
Les mémes souches sont testées avec l'extrait dgines a l'actate d'éthyle les
résultats obtenus sont montrés par la figure stg, une méme répartition est entrepr
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Souche +EMA (V/V) Temoin positif Témoin négatif
A
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Figure 28.Effet antibiofilm de 'EMA sur quelques souchestatrices, en microplaque a
puits

100

AT
® Margine

Pourcentage d'inhibition %

Souches testées

Figure 29. Effet d'extraits (EMA, AT) sur la formation de biof exprimé er
pourcentage d'inhibition.

Les deux extraits ont montré une bonne activitékofilm contreles souches testées
(figure 31) Des pourcentages de plus de 70% d'inhibitionétd@enregistré pour I'AT et de
plus de 40% pour I'EMANéanmoin, aucun extrait n'a pu inhibeompletemet la formation
de biofilm.
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Avec l'extrait EMA,E. feacalis c'est avérée la plus sensible avec un taux d'iindribi
de 93,8%, suivi dé&. coli (91,8%), tandis quB. substilis et B. megaterium se sont montrés
les plus résistantes avec 48.8% et 41.6% respewive L'extrait commercial AT a donné
des résultats appréciables dans l'inhibition deflims bactériens avec des taux qui varient de
71,2% a 91,3%. Ces résultats montrent qu’en plukeuls effets antibactériens ces extraits
sont dotés d'une activité antibiofilm remarquable.

Les résultats obtenus dans ce test ouvrent uneprvoraetteuse dans l'inhibition des
biofilms par les extraits polyphénoliques et paurédduction de la colonisation microbienne
sur les surfaces qui peut conduire par la suitesdrfections chez les étres vivants. La facilité
avec laquelle I'extrait EMA et I'AT arrivent a itleir la fixation des cellules confirme les
études précédents ou il a été constaté que I'tidnilde la fixation des cellules sur un substrat
est plus facile a réaliser que l'inhibition de taissance d'un biofilm déja établie (CER@A
al, 2005).

Le succes dans l'inhibition de la fixation des el sur la microplaque peut étre
expliqué par differentes manieres. Tout d'abordixition des cellules est I'étape initiale dans
la formation de biofilm suivant au conditionnemel® surface qui crée un environnement
favorable a la fixation des bactéries (KUMAR et ANB, 1998). Pendant ce stade, la plupart
des cellules sont encore dans la phase fluideret gossédent toujours les mémes propriétés
gue les bactéries planctoniques qui les rendersilden aux agents antimicrobiens. En outre,
le conditionnement de surface est réalisé parditien de substances qui comprennent des
éléments nutritifs, des molécules organiques etgartiques, qui sont importantes pour la
croissance des cellules, ce qui a son tour favéadbésion cellulaire. On peut donc mettre
I'nypothese que le prétraitement d'une surface descextraits de plantes produit un film
défavorable qui repousse les cellules et réduhésence aux surfaces. Certains chercheurs
ont également démontré le succes de revétemenisgesdifs médicaux avec des biocides
tels que l'argent pour réduire I'adhérence microieel KLUEHet al, 2000 ; HASHIMOTO,
2001).

Il serait ainsi tres intéressant d'étutketype de composés phénolique responsables de
I'activité de antibiofilm des margines.

La littérature n'a pas apportée beaucdlpformation sur l'utilisation d'extrait ou
d'huiles essentielles pour l'inhibition de la fotioa de biofilms. Parmi il y a une étude qui
rapporte que l'effet de I'huile essentielle @iecapitata sur la réduction du métabolisme du
biofilm déja formé deC. albicansa 62,71 % et sur la réduction de sa biomasse% Ph,a
une concentration de 0,pd/ml (PALMEIRADE- OLIVEIRA et al, 2012).

Une autre équipe a étudié I'effet déedents extraits aux solvants sur la formation du
biofilm de S aureus résistant a la methicilline (QUAVEt al, 2008), ou les extraits a
I'éthanol des feuilles et des tiges @e carota L. subsp.carota, de F. vulgare subsp.
piperitum et deF. vulgare subspvulgare ne présentaient aucune inhibition de la formation d
biofilm dans la gamme de concentrations étudiéd. 28 ug/ml). L’extrait & I'éthanol des
feuilles, des tiges, des fleurs et des racindd daulegium n’avait aussi aucun effet inhibiteur.
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Alors que celui des feuilles, des tiges et des$leieR. officinalis subspofficinalis avait une
CMI50 de croissance de 51y/ml (dans la gamme de-%12 ug/ml) et une CI50 de
formation de biofilm de 1@g/ml.

D’autres auteurs ont étudié I'effet des émiibssentielles sur des biofilms déja formés.
NOSTROet al (2007) ont rapporté I'effet de I'huile essentiedl®©. vulgare subspvulgare et
ses composants majoritaires, le carvacrol et lenthysur I'éradication des biofilms d&
aureus et S. epidermidis avec une CIB (concentration inhibitrice de biofilde 0,0320,500
% (v/v) qui était plus élevée que la CMI de la ssaince planctonique (0,615125 % (v/v)),
tandis que la CEB (concentration d’éradication d#ilm) était plus élevée que la CIB
(0,125-1 % (vIv)).
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Conclusion et perspectives

Les derniéres décennies sont marquées par I'inpérétulier porté a la mise en valeur
des plantes a intérét médicinale comme source lsltances bioactives naturelles. De ce fait,
de nombreuses études s’intéressent, de plus enapixgffets biologiques d’origine naturelle.
Dans ce contexte, nous avons élaborés notre étude.

L’extraction des feuilles et brindilles de I'oliviemargineset feuilles de laurier a donné
de bons rendements. Les résultats montrent quextests polaires éthanoliques ont présenté
une rentabilité importante en rendement par appartextraits a polarité décroissante a
l'acétate d'éthyle. Le rendement le plus élevéd'BEEFO (38%), tandis que I'extrait EAEB a
montré le rendement le plus faible avec 8,80%.

La quantification des CP de nos extraits, a pedaisettre en relief la richesse de ces
derniers en structures phénoliques, avec la prétome de ces derniers dans I'EEB (91.30 +
1,48) mgEAG/g de poudre végétale, en raison deselubilité plus élevé dans I'éthanol. Ces
résultats montrent que le type de solvant et sarpp@lont une influence sur la teneur en
PPT.

Le test antioxydant par la méthode de piégeageadical libre DPPH, a permis de
conclure que les extraits de feuilles de I'olivielr les margines représentent une source
prometteuse d’agents antioxydants et une fortevitetanti radicalaire liée au contenu
polyphénolique.

Indépendamment du type d’extrait et de la concBatradéposée dans le disque, les
bactéries Gram positifs révelent une sensibilitpaagnte que les Gram négatifs pour les
extraits de brindillesd’olivier et feuilles de laemAlors que, les extraits de margines et I'AT
ont une efficacité tres marquée vis-a-vis des Gpasitif et des Gram négatif et également
un effet antibiofilm appréciable.Tandis que lesra&xs$ issus de feuilles d'oléastre n'ont pas
montré une bonne efficacité, ce pouvoir est appbéeiet mérite d’étre mieux développé et
étudié.

Notre travail n‘est qu'un premier pas dans la v&dtion des sous produits de l'olivier et
du laurier.D’autres essais et études complémestateapprofondis seront nécessaires et
souhaitables ils peuvent se résumer dans lesspaintants :

- L'isolement et lidentification de la ou lesaohdcule (s) bioactive (s) responsables de
I'activité antioxydants, antibactérienne et amifthn de chaque extrait par les techniques
appropriées ;

- L’orientation des recherches afin d’apprafo les aspects entrevue dans ce travail,
par I'exploration d’autres facettes des propriéi@ogiques (antidiabétiques, anticancéreuses
... et autres) de ces plantes;

- L'évaluation de l'activité antioxydante, &attérienne et antibiofilmjn vivo est

souhaitables pour déterminer les tissus et orgai@es et rechercher leurs mécanismes
d’action au niveau tissulaire et moléculaire.
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Annexes

Annexe 1. Composition des solutions et milieux delkture utilisés.

+ Eau physiologique stérile(composition en g/l)

Chlorure de sodium (NaCl).........cccoeovviiiinann, 9g¢.
Eaudistillée..........coooi i 1000 ml.
PH=7

Stérilisation a 120°C/15 mn.

Composition de la Gélose MHcomposition en g/l)

Extrais de viande...........ccoovii i i 349.
AMIAON. ... e 150.
Hydrolysa acide de caséine.................c........ 17,59
AGAr. .. 18 g
PH=7,4

Gélose Nutritive (GN)composition en g/l

PePIONE. ... s 10 g.
Extraitde viande................cociiiiiii 3.9.
Extraitde levure...........ccooooiiiiiiie .3 0.
Chlorure de sodium................co i iii e e .5 Q.

PH=7,3+0,2
Stérilisation a 120°C/15 min.

Bouillon cceur cervelle(BHIB) composition en g/l

ProteoSE-PEPIONE ....vvve ittt .10 g.
infusion de cervelledeveau ....................coceveee. 12.5¢g.
infusion de cceurde boeuf ..., 50.
OIUCOSE ... e 24.
chlorure de sodium ..........cooi i, 5g.
hydrogénophosphate de sodium....................... 2.50.
PH=7.4

Stérilisation a 120°C/15 min.

Tampon phosphate(PBS) composition en g/l

NACH .o 8 4.
KCLL o 0.2g.
N&HPO, e e 1.44 g.
KHoPOy o, 0.24 g.
PH=7.5

Cristal Violet composition en g/l
Poudre de cristal violet.................................10 g.
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Annexe 2.

» Photos montrant les zones d’inhibition produiteslea extraits de feuille et brindille
d'olivier sauvage, feuilles de Laurier et margine.

T

Souche E. faecalis ATCC 0409

Souche S aureus ATCC 25923

Souche: E. coli ATCC 2532 Souche B. subtilis ATCC 6633
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La souche B. megaterium ATCC 9885

* Photos montrant les zones d’inhibition produitesAdk

Souche P. aeruginosa ATCC 27853

Souche B. cereus ATCC 10876
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Souche K. pneumoniae ATCC700600

B. megaterium ATCC 9885 Souche S aureus ATCC 25923

SoucheB. megaterium ATCC 9885 Souches. subtilis ATCC 6633
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