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Résumé

Résumé

L’objectif de la présente étude est de déterminer la teneur en composés phénoliques totaux et
d’évaluer I’efficacité antioxydante des extraits aqueux de graine d’olive de I’olivier de
laperrine ainsi que Iactivité antibactérienne et antibiofilms des extraits aqueux et
ethanoliques des feuilles de I’olivier de laperrine. La teneur en polyphénols totaux a été
déterminée selon la méthode de Folin-Ciocalteu, les résultats obtenus ont montré que les
graines d’olivier présentent une teneur en polyphénols de 1’ordre de 42.38 + 6,56 mg EAG/g
RS ,la teneur en flavonoides a été déterminée selon la méthode du trichlorure d’Aluminium et
on a enregistré une teneur de ’ordre de 1.00 = 0,87 mgEQ/g RS ,enfin, le dosage des tanins
totaux a été effectué selon la méthode basée sur la formation du complexe Protéine-Tannin et
la valeur enregistrée est de ’ordre de 3.13+ 0,47 mgEAT/g RS. L’activité antioxydante a été
évaluée par le test du phosphomolybdate et a révélé que I’extrait aqueux de la graine d’olivier
donne une valeur de 58.25+ 1,75 mg EAA/g RS. Par ailleurs, la 1IC50 obtenue au cours du test
FRAP correspond a la valeur de 1021.25+11,36 pg/ml. L’activité antimicrobienne des
feuilles de I’olivier a été déterminée selon la méthode de diffusion sur gelose vis-a-vis de
Escherichia coli ATCC 25922 et de Staphylococcus aureus LGA 251 sur milieu MH pour
’activité antibactérienne, et sur milieu rouge congo agar pour I’activité antibiofilms vis-a-vis
de Staphylococcus aureus LGA 251. Les résultats ont montré que les deux extraits aqueux et
ethanolique des feuilles d’olivier inhibent la croissance des colonies bactérienne et du
biofilms.

Abstract

The objective of the present study is to determine the content of total phenolic compounds and
to evaluate the antioxidant efficacy of aqueous extracts of olive seed from the laperrine olive
tree as well as the antibacterial and antibiofilm activity of aqueous and ethanol from the
leaves of the Laperrine olive tree. The content of total polyphenols was determined according
to the Folin-Ciocalteu method, the results obtained showed that the olive seeds have a
polyphenol content of the order of 42.38 + 6.56 mg EAG / g RS, the content in flavonoids was
determined according to the aluminum trichloride method and a content of the order of 1.00 +
0.87 mgEQ/g RS was recorded, finally, the dosage of total tannins was carried out according
to the method based on the formation of the Protein-Tannin complex and the value recorded is
of the order of 3.13+ 0.47 mgEAT/g RS. The antioxidant activity was evaluated by the
phosphomolybdate test and revealed that the aqueous extract of the olive seed gives a value of
58.25 + 1.75 mg EAA / g RS. Furthermore, the IC50 obtained during the FRAP test
corresponds to the value of 1021.25+11.36 ug/ml. The antimicrobial activity of olive leaves
was determined using the agar diffusion method against Escherichia coli ATCC 25922 and
Staphylococcus aureus LGA 251 on MH medium for antibacterial activity, and on Congo red
medium. agar for antibiofilm activity against Staphylococcus aureus LGA 251. The results
showed that both aqueous and ethanolic extracts of olive leaves inhibit the growth of bacterial
colonies and biofilm.



Liste des figures

saild

e Ol s Al cilaliiiall 5auSY) Chlalizae Allad ap g 30KH A gl LS Hall (5 sina 3aaT g8 Al yall 238 (e Caagll
aaad ol 558 nd  rom¥ Gl Oe Jtils (Sl eLaall (g gpall aliaal) 5 b 3Kl Sliaall bzl Gl 5 o ¥ 5y 8 yad
sale e g sins s s o Lale Jgeanll a3 il iliall < yelal 5 ¢ Folin-Ciocalteu d& jhal 5 JSU J siddd o) (5 sine
20 DG A Hla Gt o8 o il B 5 2 3 83U (5 gina 2385 5 ¢ RS pa / EAG axs 6.56 % 42.38 iy J s o)
S e (585 e baainall 48, Hlall (8 5 4ISH (il de s i 25 ¢ 1 pals « RS pa / EQ pae 0.87 £ 1.00 iz (s sias
Caland so sion gdll HLEAL 3208 Sliaal) LLiill 4 a3 RS al e / ide 0.47 £ 3.13 casi 55 e (o Aaasal) Gl g o) - i 5 )
A [C50 o ¢« b e 30 RS an / EAA pxe .75 £ 58.25 dad Jany st 31 sl el (aliidl) o cais
G5y s Saall sliaall Lliill aaat a3 Ja /6l e 5 Sae 11.36 + 1021.25 4 ge 8 55 FRAP il ¢l gl J saaall
Ly e LGA 251 4 giial) &l Sall s ATCC 25922 i ol sill 4K yay) am Sl il 48y Hha aladialy ¢y 5 )
JS LGA 251 daaill 4 gaiall &l sSall i (5 soal) sliaall Lliil jlal sai oI jead o s o g ¢ Ly pSll sliadll Llisll MH
Ay a2z V15 3 G il jeniinall sad aiad ¢ st (315Y A Y1 5 dilal) cilialitiual (g



Liste des figures

Liste des figures
Figure 1 : L’olivier de Laperrine (Photo Dr Lahcene, 2022)..........ccccoveiiiiiieiiieniiiiiieiieenins 6

Figure 2: Distribution naturelle du complexe d'Olea europaea dans le monde
(Rubio de casas et @l.2006)...........ceiriiiriiiieiii et 7

Figure 3 : Caracteres morphologiques des feuilles de I’olivier de Laperrine
A : Disposition opposée des feuilles (Baali-Cherif, 2007) ; B : Face supérieure et face
inférieures des feuilles (Dr LANCENE, 2022) .......cceeuiiieiieieieeie e 9

Figure 4 : Représentation des fleurs de I’olivier de Laperrine ; A : Dans son milieu naturel ;
| - Inflorescence ; F : Fleur (Photo Dr Lahcene, 2022). B : Coupe longitudinale la fleur
(BA@H-CNETIT, 2007) ...eeieieiie ittt ettt ettt e e b 9

Figure 5 : Représentation du fruit de I’olivier de Laperrine ; A : Etat immature ; B : Etat

mature. ; C : Graines (Photo Dr Lahcene,

2022) .o et e et e a et a e ta e te et e e re e reeanreenreeares 10
Figure 6 : Les différents ERO (Favier, 2006) ..........ccoovieiiireiiiieesiineesieeesieeesieeesineesinees 12
Figure 7: Déséquilibre de la balance entre oxydants et antioxydants provoquant le stress

oxydant (Rahman et al., 2012) ........coviiiiieeiie e 13
Figure 8: Structure des bases des flavonoides (Collin et Crouzet, 2011)........ccccceevivvrevnnnne 15
Figure 9: Structure de différentes familles d flavonoides.............ccooveeviieiiiie e 15
Figure 10 : Les différentes étapes de I’eXtraction.........c.ueeiuvreiiiereiiiiresiieeesieeesieeesieeesnineens 23
Figure 11 : Courbe de régression de I’acide ascorbique...........ccuveiiiriiiiieiiiieeeiiie e 34
Figure 12 : Capacité de réduction du fer par I’extrait de graine...........cccocevveerieiiveiiveennens 35

Figure 13 Résultats des tests antibactérien EA, EE de E.coli et S.aureus. C1 :0,6g/ml ;
C2:0,49/MI; C3 0,2 0/MI e 38

Figure 14: Résultats de la CMI des extraits aqueux et ethanolique sur A : E.coliATCC
25992, B 1 S. AUIEUS LGA 251 ... e ettt 39

Figure 15 : Production de slime chez Staphylococcus aureus isolé sur milieu rouge congo. 40

Figure 16: Résultats de I’activité antibiofilm des extrait aqueux et éthanolique de feuilles de
I’olivier de Laperrine les zones d’inhibitions sont exprimeées en mm (souche productrice de
biofilm Staphylococcus aureus LGA 251) ....cooiiiiii it 41



Liste des figures

Figures 17 : Résultas de I’activité antibiofilm des extraits EAetEE ...........cccccoeeiinnn, 42



Liste des tableaux

Liste des tableaux

Tableau | : Sous-especes du complexe taxonomique Olea europaea (Green, 2002) ............ 7
Tableau 11 : Position systématique de 1’olivier de Laperring ...........cccccevvverieeneeresiesieseenenn 8
Tableau 111 : Les principales classes des composés phénoliques (Boubekri, 2014)............ 14
Tableau 1V : Résultats des differents dOSAgES .........ccververeiieiiieiie e 32

Tableau V : Comparaison desvrésultats du test FRAP de EAG avec ceux obtenus a partir
des extraits de feuilles, de tiges et de fruits de 1’olivier de Laperring ...........ccccocvvvvveniiennns 35

TableauV1 :Resultats de la coloration de Gram et des tests d’identification biochimiques des
SOUCKIES ...ttt ettt ettt ettt e e et e et e et e e e st e e e Rt e e e nte e e e st e e et e e e e R te e e enae e e nnteeennreeeanreee s 36

Tableau VII:Le degré de sensibilité des bactéries testées en fonctions des concentrations 37
Tableau VIII: Résultats de I’inhibition de 18 CMI...........ccccoviiiiiiiii e 39

Tableau VIIII : Résultat de I’inhibition de la formation du biofilm par les extraits aqueux et
CERANOLIQUE. . . +eeeeiiiii e e et e et a e 40



Sommaire

Sommaire
Liste des figures
Liste des tableaux
INEFOAUCTION ...ttt nree s 3
Chapitre | : synthése bibliographiqUue ..........cccooiiiiiiieiie e

Premiere partie : Généralité sur I’olivier de Laperrine

1.Caractéristiques générales de 1’olivier de Laperring ........ccccceevvevivreieesiieesiveesinenn 6
1.1 ClaSSIFICAIION. ...c.eeieiiiie et e e rtee e et e e e e sree e e nneaeennneeeas 8
1.2. DesCription DOTANIQUE..........ei i 8
1.2.1. Appareil VEQETAtIT.........oouiiiiiiiie et 8
1.2.2. ApPareil reProQUCTEUL .........eiiieiiieiee et 9

Deuxiéme partie : Géneralités sur les ROS et les polyphenols

1. Généralités sur les radicaux lIDres ..o 12
2. Geénéralités sur les polyphénols...........coooiieiiii i 13
2.1.1.8S flavonoides. . . .ooouuvviiiiiiiie ettt 14
2.1.1.R0le des flaVONOIdES. ........ccveiiiiiiieieee e 15
2.2. LS TANINS ..ttt ettt 16
2.2.1.Les tanins hydrolySables ............ccooiviiiiie i 16
2.2.2.1eS taning CONUENSES .......cueeiiaiiiiiiesteeeteeie ettt ettt 16
2.2.3.ROIE AES TANINS ...t 16
3. Activités biologiques des oliviers et leurs extraits ............ccceevvveeiieeciiieeiiinen, 17

Troisiéme partie : Activité anti-bactérienne et anti-biofilm



Sommaire

L INEEOAUCTION. .. «uuuuiiiiiiiiii bbb aaaaaasssaaasanassssannansanssnnnnns 19

2. DEfiNItion du BIOFIIM .......ooiiiie e 19

3. Croissance et maturation du biofilm... ........ccooieiiiiiiiiiiec e 19

4. DEFINItION €L 1BIE A IEPS ...ttt 20

Chapitre 11 : Matériels et MEthodesS ............cocoiiiiiiiii e 22
2 LIMALEIIEL. ... 22
2.1.1. Matlriel VEQELaL ........ccueeeieee e 22
2.1.2. Matériel MICIODIEN........ei it 22
2.2. IMIBENOUES. ... ettt e e st e e et e e et e e ree e e e e e anrea e 22
2.2.1. Procedure d’eXtIactiON...........ceeeeiiieiiireieeeeeeeeescsiitreeee e e e e s e s eisbrerreeeeeeeessenaaseens 22
2.2.2.Activité antioxydantes de I’extrait de graineS..........ccoccveereeriieenineniieiniee e 24
2.2.2.1. ANalyse qQUANTILALIVE ..........eeeiiieeiiiee e e e eaee e 24
2.2.2.1.1.Determination de la teneur en polyphénols totaux...........cccccccveevvieennnnnnn 24
2.2.2.1.2.Détermination de la teneur en flavonoides totauX...........ccevvvverveiiiieninnenn 24
2.2.2.1.3.Détermination de la teneur en tanins totauX...........ccververieriieeneesneesienns 25
2.2.2.2. ACHIVItE aNTIOXYAANTE ......c.vvii e 25
2.2.2.2.1.Capacité antioxydante totale ou test du phosphomolybdate...................... 25
2.2.2.2.2.Détermination du pouVOIr rEAUCLEUN...........cciuieeiiiee e 25
2.2.3. Activité antibacterienne et activité antibiofilm des extraits de feuilles... ........ 26
2.2.3. 1 ACLIVItE antiDACIEIIENNE .......oiiieiiieciie e 26
2.2.3.1.1.Coloration de Gram et tests biOChIMIQUES...........cceeeviiieiiiiee e, 26

*FTeSt de 12 CALAIASE .......cveeieiie e 26

FHTESE A 12 DINASE....cceeeie ettt 26

FFH TESE TSIt 27



Sommaire
1

2.2.3.1.2.Préparation de PinoCulumi...........cueiiriiiiriiiieiie e 27
2.2.3.1.2.1.Préparation de la pré-Culture ............cooieiiiiiiieiieceeeeee e 27
2.2.3.1.2.2.Préparation de la suspension bacterienne ............cccooevveieiiniiiieiie e, 27
2.2.3.1.3.Préparation des chantillons .............cccoiiiiiiiiiiii e 27
2.2.3. L 4.LECHUIE ...ttt e e ba e e nees 28
2.2.3.1.5.Détermination de 12 CMI ........cooiiieiii e 28
2.2.3.1.5. 1.Préparation de I’inoculum bactérien et sa distribution... ............cccceurneen. 28
2.2.3. 1.5, 2. LBCIUIE ..ottt ettt e et a et e e ra e e 28
2.2.3.2. ACtiVite antibIOTIIM ......cooiiie s 28
2.2.3.2.1.Préparation de I’inoculum bactérien et sa distribution... ...........ccceevevvrervnrnne 29
2.2.3.2.2.Criblage de la production de biofilms sur Gélose Rouge Congo.................... 29
2.2.3.2.3. Etude de I’activité antibiofilm et determination de la CMI ....................... 29
2.2.3.2. 3.1 .Préparation de I’inoculum bactérien et sa distribution........................ 29
2.2.3.2.3.2.Distribution SUF RCA ..ottt 30
2.2.3.2.3.3LIBCHUIE <. 30
Chapitre 11 : Résulats et diSCUSSION .........eeeiviieiiiee i 32
L1 DIOSALES. .+ eeeeeeiiteee ettt e et e e s e e e e r e e e s nre e e e annes 32
3.1.1.Dosage des polyphénols totauX...........ccvveiiuieeiiiee e 32
3.1.2.Dosage des flavonoides tOtAUX ..........cccvreiiuieeiiie e 33
3.1.3 .Dosage des taning tOLAUX.........c.eeeiueeeiiiieeiiiie e s e s e e st sstre e e e s e e sane e 33

3.2. Evaluation de I’activité antioXYdante...........cceeiiiieiiiieiiiie e 34



Sommaire

3.2.1.Capacité antioxXydante totale..............ceieriiiiiiie e 34
3.2.2 . Pouvoir réducteur sur le ferrocyanure de potassium (FRAP) ........cccccovvvevivveninns 35
3.3. ACLIVItE aNntiDACLEIIENNE ... ..c.vieivie et 35
3.3.1Vérification de la pureté des souches baCtériennes..........ccceeveevveiiveciieecie s, 36
3.3.2.Test de diffusion sur milieu SONAE ...........covvireiiireiii e 36
3.3.3.Detérmination de 1a CMI........ccoeiiiiiieece e 38
3.4 ACHIVItE antibIOTIIML. .. .ooiiiiieiie e 39
3.4.1.Evaluation de la formation de biofilm.........c.coooveiiei e, 40

3.4.2.Evaluation de ’activité antibiofilm des extraits aqueux et éthanolique de feuilles de
Polivier de laperrinedétermination de 1a CMI .........cccoiiiiiiiiiiiii e 40

CONCIUSION e ettt et e e e ettt e e et e e e e e e e e e e et e e e e et e e e eea e eeeeentaneees 44

Références biblIOgraphiQUES ..........eeeiiie e 45



Introduction générale



Introduction générale



Introduction

Introduction

Le Sahara est le plus grand désert du monde, il couvre plus de 9.4 millions km? d’Afrique du
nord. Le nombre d’espéces qu’il comprend est limité, mais quelques taxons endémiques sont
signalés dans ces montagnes sahariennes dont I’olivier de Laperrine (Olea europaea subsp.
Laperrinei). Cet arbre appartient a la famille des Oleaceae, il est caractérisé par sa grande
résistance aux conditions climatiques extrémes auxquelles il est soumis telles que les températures
élevées, exposition solaire soutenue et la sécheresse (Besnard et al ., 2012). Cela a pour
conséquence la biosynthese des métabolites secondaires, ces derniers jouent un role important dans
la capacité adaptative de la plante a son milieu.

L’utilisation abusive des antibiotiques est devenue de nos jours un réel probleme di a
I’apparition d’une multi-résistance chez les bactéries. Certaines bactéries manifestent méme une
résistance totale a toute thérapie antibiotique. Ainsi la recherche de nouvelles molécules comme
alternative aux molécules chimiques fait appel aux biomolécules végétales a effet antibactériens.
Par ailleurs, lors de leur attachement a un support biotiqgue ou abiotique, les biofilms sont
impossibles a éradiquer. L’inhibition de leur formation devient de plus en plus difficile en raison
de P’antibiorésistance des bactéries. Parmi les souches bactériennes formatrices de biofilms, nous
citons Staphyloccocus aureus qui peut causé des dangers mortels dans les milieux hospitaliers.
Dans le but de remedier a ce probleme, les recherches s’orientent vers les molécules biologiques
d’origine végétale.

L’olivier est reconnu pour ses innombrables vertus pour la santé humaine, et pour sa richesse en
composes phénoliques qui représentent I’une des principales classes des métabolites secondaires.
IIs ont un grand pouvoir antioxydant, ils sont anticancéreux, antimicrobiens, jouent un role
important, dans la lutte contre les maladies cardiovasculaires, inflammatoires... (Guillouty, 2016).
Par ailleurs, ils jouent un réle important en tant qu’anti- biofilms.

Les polyphénols exercent une activité antioxydante par leur capacité a piéger les especes
radicalaires et la chélation des métaux de transition tels que le fer et le cuivre, ce qui entraine une
inhibition de la réaction de Fenton et par conséquence la formation de radicaux libres dans les
milieux physiologiques (Pietta, 2000). Ainsi, I’exploitation des biomolécules constitutives des
extraits de plantes  devient  une alternative thérapeutique incontournable aux molécules
synthétiques de par leur effets secondaires limités ou inexistants. Leur étude est parmi les objectifs
prioritaires pour les recherches scientifiques et les industries alimentaires et pharmaceutiques.

Notre travail consiste a caractériser I’extrait aqueux des graines d’Olea europaea subsp.
laperrinei a travers une analyse quantitative et une évaluation de deux activités antioxydantes
(CAT et FRAP). Ce travail est complété par une évaluation de I’activité anti-bactérienne et anti-
bioflms des extraits aqueux et ethanolique obtenus a partir des feuilles.

Notre mémoire est structuré en trois chapitres :
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e Le chapitre I illustre la description botanique et écologique de 1’olivier de Laperrine, donnedes
généralités sur les radicaux libres et les composes phénoliques et définit les biofilms.

e Le chapitre Il au niveau duquel nous résumons I’ensemble des techniques sur lesquelles sebase
notre experimentation.

e Dans le chapitre 11, nous discutons les résultats obtenus.

Nous terminons notre discussion par une conclusion générale et la présentation de quelques
perspectives.



Chapitre |
Synthese bibliographique



Premiere partie

Préesentation de I’olivier de
Laperrine



Chapitre | Synthese bibliographique

1. Caractéristiques générales de I’olivier de Laperrine

Olea europaea subsp. laperrinei, ou olivier de Laperrine, est une sous-espéece
d’olivier appartenant a la famille des Oleaceae. Elle est endémique des régions montagneuses
du Sahara central (Baali-Cherif et al., 2007).

En Algérie, elle (Fig. 1) est présente dans les massifs du Hoggar, du Mouydir, du
Tafedest et du Tassili n'Ajjer. Les populations de ce taxon relique sont en régression depuis
les changements climatiques du Pléistocéne. De plus, cette sous-espece n'a montré aucune
trace récente de régénération naturelle, et de ce fait, elle est menacée localement de
disparition (Baali-Cherif et al., 2007).
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Figure 1 : L’olivier de Laperrine (Photo Dr Lahcene, 2022).

Selon Green (2002), I'olivier de Laperrine appartient au complexe Olea europaea localisé
principalement dans la région montagneuse du Sahara central dans lequel nous comptons six
sous-espéces (Fig. 2; Tab. 1). Il est présent depuis 1’Afrique du sud jusqu’en chine, en
Méditerranéen, en Macaronésie et enfin dans les montagnes Sahariennes (Besnard, 2009).
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Figure 2: Distribution naturelle du complexe d'Olea europaea dans le monde
(Rubio de casas et al.2006).

Tableau I : Sous-espéces du complexe taxonomique Olea europaea (Green, 2002).

Sous-espéces de I’Olea europaea Localisation
Olea europaea subsp. europaea caractéristique du bassin méditerranéen dont
la varieté cultivée (var. europaea) est
I’olivier et dont les variétés sauvages
(var.sylvestris) sont désignées sous le nom
d’oléastre.

Olea europaea subsp. cuspidata la sous espece la plus répandue dans le
monde, présente dans toute 1’ Afrique et dans
de nombreuses régions seches d’Asie, de
I’ Arabie saoudite jusqu’en Chine.

Olea europaea subsp. cerasiformis endémique de Madére
Olea europaea subsp. guanchica endémique des Tles canaries
Olea europaea subsp.laperrinei présente dans les montagnes sahariennes

(Battandier et Trabut, 1911)

Olea europaea subsp. maroccana représentée par une population isolée du haut
Atlas marocain (Grenter et Burdet) (Vargas
et al., 2001)
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L’olivier de Laperrine représente une ressource génétique importante par la qualité de
sa résistance a la sécheresse pouvant étre potentiellement utilisée comme porte greffe des
différentes variétés d’olivier cultivées dans les régions arides. Sa présence depuis des
millénaires dans un milieu vaste et isolé ou les flux génétiques entre populations sont tres
limités lui confére un patrimoine génétique tres conservé (Baali-Cherif, 2007).

1.1.Classification
Cronquist (1981), classe I’olivier de Laperrine dans la famille des Oleaceae (Tab.Il).

Tableau 11 : Position systématique de I’olivier de Laperrine.

Sous Régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Asteridae
Ordre Scroprulariales
Famille Oleaceae
Genre Olea

Espeéce Europaea
Sous espece O. e.laperrinei

1.2.Description botanique
1.2.1.Appareil vegétatif

Il est rare de trouver I’olivier de Laperrine sous forme de pied franc, il se présente le
plus souvent sous une forme buissonnante formée de 3 a 6 rejets (Baali-Cherif ,2007).
D’apres Battandier et Trabut (1911), I’ olivier de Laperrine est représenté en générale par des
individus dont la taille moyenne des rejets varie de 1,5 a 4 m de haut et dont le tronc présente
un diamétre de 0,4 a 0,5 m environ.Il prend I’allure soit d’un arbuste a rameaux intriqués, soit
d’un arbre au tronc noueux. Les rameaux feuillés forment un enchevétrement serré
caractéristique de I’action anthropique, fourrage aux animaux (Benichou, 1962).

Les feuilles sont coriaces, opposees et entieres portées par des rameaux qui sont gréles
et flexibles (Fig.3A). Elles ont une forme lancéolée-linéaire de 4 a 6 cm de long et 0,5 a 0,7
cm de largeur en moyenne. Elles sont vertes cendrées sur la face supérieure, alors qu’elles
sont argentées sur la face inférieure (Fig. 3B). La surface foliaire est réduite ce qui permet de
limiter la perte d’eau (Baali-Cherif et Besnard, 2005).
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A ~Une jeune tige montrant la caractéristique de

la disposition opposée des feuilles F g X 2
B-Feuilles montrant {'aspect des deux faces (adaxiale et abaxiale)

Figure 3 : Caracteres morphologiques des feuilles de I’olivier de Laperrine
A : Disposition opposée des feuilles (Baali-Cherif, 2007) ; B : Face supérieure et face
inférieures des feuilles (Dr Lahcene, 2022).

Le systéme racinaire adapté de ce taxon lui permet de capter ’eau a une grande
profondeur (Baali-Cherif et Besnard, 2005).

1.2.2. Appareil reproducteur

L’inflorescence de I’olivier de Laperrine est caractérisée par une grappe, flexible
comportant un axe principale avec 2 a 4 ramifications secondaires.
Les fleurs sont axillaires de 4 a 6 mm de diamétre, de couleur blanchétre avec des bractéoles
présentes et bien développée (Fig. 4). L’olivier du sud fructifie rarement (Baali-Cherif et
Besnard, 2005) et seulement quelques arbres produisent des graines (Besnard et al., 2007).

Les fruits ou les olives sont rassembles en panicules. Ils sont de forme ovoide a
sphérique, mesurant 4 a 5 mm de diameétre et 5 a 8 mm de longueur. La pulpe est de couleur
violéte (Medail et al., 2001).

Pédoncule \
; Epicarpe
Pérloarpe {Mésocarpe charnu (hulle)
Endocarpe sckrific — \
Fruit pe / \
Noyau Tégument de la graine

Albumen "

Graine 4 Embryon | 2 Cotylédons
ou Axe hypocotyle
Plantule | et radicule

Figure 4 : Représentation des fleurs de ’olivier de Laperrine ; A : Dans son milieu naturel ;
| : Inflorescence ; F : Fleur (Photo Dr Lahcene, 2022). B : Coupe longitudinale la fleur
(Baali-cherif, 2007)
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Au cours de la maturation, les olives passent de la couleur vert tendre (Fig..5A) a la
couleur noiratre (Fig.5B). Le mésocarpe est charnu et mou, il renferme un noyau trés dur a
endocarpe scarifié contenant 1 a 2 graines (5C).

Figure 5 : Représentation du fruit de 1’olivier de Laperrine ; A : Etat immature ; B : Etat
mature. ; C : Graines (Photo Dr Lahcene, 2022).

10



Deuxieme patrie
Synthese sur les radicaux libres et les
composes phénoliques



Chapitre | Synthese bibliographique

1. Généralités sur les radicaux libres

L’oxygene est indispensable a la vie. En effet, c’est cette molécule qui permet ’apport
d’énergie a I’étre humain par son role d’accepteur final d’¢lectron au sein de la mitochondrie
(Guillouty, 2016). Dans les conditions physiologiques environ 1 a 3% de I'oxygene utilisés
par la mitochondrie sont incomplétement réduits et produisent des espéces réactives de
I’oxygene (ERO) (Garait, 2006). Ces derniers participent a la dégradation des biomolécules a
savoir les lipides, les protéines, et I’ADN (Favier, 2006).

Les ERO sont produites physiologiquement et en continu par les organismes aérobies
notamment par la respiration mitochondriale et la phagocytose. Elles peuvent aussi étre le
résultat de facteurs externes comme les rayonnements UV, la pollution, le tabac et 1’alcool
ainsi que certains herbicides et pesticides.

Selon Droge (2002), toute substance qui est capable a concentration relativement faible,
d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou empécher
I’oxydation de ces substrats est un antioxydant.

Un radical libre est une molécule qui posséde un ou plusieurs électrons non appariés
sur la couche externe (Bouchouka, 2016). La présence d'un électron non apparié confére a ces

molécules une grande instabilité, et elles sont trés réactives (Carange, 2010).

La figure 6 résume les pricipales ERO .
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Figure 6 : Les différents ERO (Favier, 2006).

Les radicaux libres agissent comme des accepteurs d'électrons et arrachent donc des
¢lectrons a d'autres molécules afin d’atteindre un état stable. Cette perte caractéristique d'un
électron correspond au phénomeéne d'oxydation et les radicaux libres sont considérés comme
des agents oxydants puisqu'ils incitent les molécules a donner des électrons (Carange, 2010).
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La production de ces radicaux se fait naturelement chez les organismes, ce mécanisme
est régulé par de nobreux processus chimiques ou enzymatiques de détoxification. En effet,
I’organisme possede ses propres moyens de défense lui permettant de lutter contre les
radicaux libres (Hadj Salem, 2009).

Quand ce systéeme de protection perd de son efficacité suite a des altérations du
mécanisme de défense resultant de mutations, inactivation d’enzyme, carence en vitamines...
ou quant le nombre de radicaux libres augmente de maniére significative, il en résulte un
stress oxydant (Fig.7).

/%Iiox)daﬂts
Enzymatiques Non enzymatiques
Sources A’ ERO Superoxyde Glutathion :
dismutase : Ubiquinol :
Endogénes Exogénes Glutathion Vitamines (E. C) :
peroxydase: Caroténoides :
NADPH oxydase : Polluants : Catalase. Polyphénols
Chaine r:‘sp-irutoim Radiations (X, UV) : alimentaires.
mitochondriale : Xénobiotiques
Peroxysome : pro-oxydants ;
Cycloxygénase : Cytokines pro-
Lipoxygénase : inflammatoires.
Xanthine oxydase :
Cytochrome P-450.

Figure 7: Déséquilibre de la balance entre oxydants et antioxydants provoquant le stress
oxydant (Rahman et al., 2012).

Ce dernier est responsable de graves pathologies chez I’'Homme (Hadj Salem, 2009). C’est
I’exemple de nombreuses maladies neurodégenératives  (Alzheimer, Parkinson,
Huntington....), de maladies cardiovasculaires, inflammatoires, du diabte de certains cances et
du vieillissement cellulaire. (Favier, 2006. Richard, 2013).

2. Généralités sur les polyphénols

Les polyphénols sont métabolites secondaires spécifiques du regne veégétal. Ces
biomolécules représentent une large gamme de substances chimiques (Bruneton, 1993). Les
composés phnoliques ne sont pas directement impliqués dans la croissance et de la
reproduction des plantes. lls jouent cependant, un rdle important dans les interactions de la
plante avec son environnement (Patra et Saxena, 2010), interviennent dans la protection du
végetal contre les insectes, les herbivores et les radiations ultra-violets solaires. lls jouent par
ailleurs un réle attractif vis a vis des insectes pollinisateurs (Houdjedje et Mehimmedetsi,
2018).

Structurellement, ils englobent un noyau benzénique aromatique (Urquia et Leighton,
2000 et Frankel et al., 1998, Chira et al., 2008) auquel est directement lié au moins un groupe
hydroxyle, libre ou engagé dans une fonction éther, ester ou hétéroside. Le groupement
hydroxyle permet aux composés phénoliques simples de se polymériser pour obtenir des
phénols complexes ou polymérisés (Nagendran, 2006). Les composés phénoliques sont
synthétisés dans le cytosol. Une partie des enzymes impliquées dans la biosynthése des
phénylpropanoides est liée aux membranes du réticulum endoplasmique, ou elles sont
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organisées en métabolons (Bénard., 2009). lls sont principalement synthétisés par la voie du
shikimate (Hoffimann, 2003).1Is sont présents dans toutes les parties de la plante, depuis les
racines jusqu’aux fruits, mais avec une répartition quantitative qui varie entre les différents
organes et tissus (Madi, 2018). Les polyphénols sont principalement répartis dans deux
compartiments, les vacuoles et la paroi (Bénard., 2009).

Ces composés formant une grande famille de plus de 8000 composés chimiques
(Bouchouka, 2016) sont classés en deux groupes : les composés flavonoides et les composés
non flavonoides dont les tanins (Cathy, 2008). Boubekri (2014), les a organisés en 8 classes
selon leurs structures chimiques globales comme le montre le tableau I1I.

Tableau 111 : Les principales classes des composés phénoliques (Boubekri, 2014).
Squelette carboné Classe Exemple Origine (exemple)
C6 Phénols simple Catéchol Nombreuses espéces
C6-C3 Acides hydroxy- p-Hydrox benzoiques Epices, fraise
benzoiques
C6-C3 Acides hydroxy- Acide caféique, acide Pomme de terre,
cinnamique Férulique, pomme
esculétine, Citrus
Scopolétine
C6-C2-C6 Silenes Resvératrol Vigne
C6-C3-C6 Flavonoides :
e Flavonols Kamphérol, Fruits, légumes,
quercéitine fleurs
e Anthocyanes Cyanidine, Fleurs, fruits rouges
pélargonidine
e Flavanols Epicatéchine, Pomme, raisin
Catéchine
e Flavanones Naringénine Citrus
e Isoflavonols Daidzéine Soja
(C6-C3)2 Lignanes Pinorésinol Pin
(C6-C3) n Lignines Bois, noyau de fruits
(C15) n Tanins Raisin rouge, kaki

14
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2.1. Les flavonoides

Les flavonoides représentent la majorité des composés phénoliques qui sont caractérises
par leurs faible poids moléculaires. Ils flavonoides sont responsables de la pigmentation chez
les plantes, ces pigments sont responsables des colorations (jaune, orange, rouge) de divers
organes de la plante (Chdira, 2005).

Les flavonoides partagent tous la méme structure de base (squelette) a geinze atomes de
carbone qui sont combinés a une configuration Ce-C3-Cs (Tapas et al., 2008). Constitué de
deux noyaux benzéniques A et B accolés par un cycle pyranique central (Fig. 8).

1
(@
C
=
Figure 8: Structure des bases des flavonoides (Collin et Crouzet, 2011)

Il existe plusieurs classes de flavonoides (Fig. 9) telles que: les flavones, les flavonols les
flavon-3-ols, le s isoflavones, les anthocyanidines (Chira, 2008).
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Figure 9: Structure de différentes familles d flavonoides

2.1.1.Ro6le des flavonoides

Les flavonoides agissent comme catalyseurs de la photosynthése et/ou en tant que régulateurs
des canaux ioniques impliqués dans la phosphorylation. Ils fonctionnent également comme
des protecteurs du stress oxydatif dans les cellules végétales en éliminant les especes réactives
a l'oxygene et a l'azote, produites par le systeme de transport d'électrons photosynthétiques
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(Pietta, 2000; Stalikas, 2007). Ils repoussant les herbivores par leur gdut désagréable, jouant
ainsi un r6le protecteur des plantes. Certains d'entre eux jouent également un réle de
phytoalexines, c'est-a-dire des métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour
lutter contre une infection causée par des champignons ou par des bactéries (Wetterson et
Butler, 1983).

Selon Guillouty (2016), une alimentation riche en flavonoides est bénéfique pour la santé
humaine. De nombreuses études suggerent que les flavinoides réduisent l'incidence de
nombreuses maladies telles que le cancer, les maladies cardio-vasculaires et antivirale
(Hanhineva, 2010).lIs présentent, apr ailleurs des propriétées antioxydantes (Pisoschi et al.,
2009), activité anti-microbienn (Yala et al, 2001) et activité anti-inflammatoire.lls pourraient
étre utilisés comme des agents de préventions dans certains cancers (Stagos et al., 2012),
I'athérosclérose, l'obésité, et le diabete (Leonoudakis et al., 2017).

2.2.Les tanins

La majeur proprieté de ces substances est leur capacité a se lier a de grosse molécules comme
les protéines (Hagerman et Butler, 1978; Mc Manus et al., 1981).
Deux groupes de tanins différents par leur structure et par leur origine biogénétique, ce sont :

2.2.1. Les tanins hydrolysables

Ces tanins sont des diméres d’acides galliques condensés sur un dérivé glycosyle, ils
comprennent l'acide gallique et les produits de condensation de son dimere, lacide
hexahydroxydiphéniques. Comme leur nom I’indique, ces tanins subissent facilement une
hydrolyse acide et basique, ils s'hydrolysent sous l'action enzymatique et aqueuse a l'eau
chaude (Conrad et al., 1998).

2.2.2. Les tanins condensés

Les tanins condensés sont des polyphénols de masse molaire élevée. lls résultent de la
polymérisation auto-oxydative ou enzymatique des unités de flavon-3,4-diol liées
majoritairement par les liaisons Cs-Cg des unités adjacentes (Wollgast et Anklam, 2000).

Leur structure chimique est trés variable, mais comporte toujours une partie polyphénolique ;
on peut ainsi les classer en : tanins hydrolysables, qui donnent apres hydrolyse soit de I'acide
gallique, soit de l'acide ellagique ; tanins condenses, non hydrolysables, qui par oxydation
donnent du pyrocatéchol (Kholkhal, 2014).

2.2.3. ROle des tanins
La synthése des tanins par les végétaux est un des mécanismes de défense contres les

agressions des phytopathogénes (bactéries, champignons, virus) et des prédateurs (Herbivors,
insectes). lls possedent un large éventail d'activités biologique, antibactériennes, antivirales et
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anti-oxydantes (Rina, 2019).D’aprés les travaux (Ray et al., 2000) ils jouent aussi un réle
dansla prévention contre les deux formes de mort cellulaire connues, I’apoptose et la nécrose.

3. Activités biologiques des oliviers et leurs extraits

De nombreuses études scientifiques ont montrés qu’Olea europaea L. est une source
naturelle des composés phénoliques dont un grand nombre présentent un large éventail
d'activités biologiques.L’olivier est utilisé en médecine traditionnelle, ses feuilles sont
diurétiques et préconisées dans I’hypertension artérielle en infusion, elles soulagent la fievre,
la malaria (Lee et al., 2009) et le paludisme (Ferreira et al., 2007). Elles sont également
utilisées en cosmétiques (Benseddik et Rami , 2021).

L’HPLC obtenue a partir des extraits de feuilles de I’olivier révelent montre la présence
de I’oleuropéine, I’hydroxytyrosol, la lutéoline, 1’apigénine, la catéchine, la vanilline, la
rutine, ’acide vanillique, I’acide caféique, le tyrosol et la lutéoline (Benavente-Garcia et al.,
2000. Lahcene et al., 2018).

Selon le méme auteur, Dolivier se caractérise par des activites antifongiques,
antidiabétiques, hypoglycémiantes et hypotensives.

De nombreuses études ont montré que l'olivier représente une source trés riche de composés
phénoliques et posséde de nombreuses propriétés biologiques liees au pouvoir antioxydant des
principes actifs de ses extraits et leur role en tant que piégeurs de radicaux libres (Le Tutour
et Guedon, 1992 ; Caturla et al., 2005 ; Visioli et Galli,2002 ; Bouaziz et Sayadi, 2005 et
Lahcene (2020).
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1. Introduction

Le développement du biofilm sur les surfaces est un processus dynamique impliquant
I’adhérence progressive, la croissance, la motilité et la production de polysaccharide
extracellulaire (Aparna et Sarita, 2008).Peu d'attention a été accordée aux biofilms formés par
certaines bactéries pathogénes, telles que Staphylococcus aureus et Bacillus cereus. Alors que
ces bacteries sont signalées parmi les microorganismes les plus fréqguemment isolés a partir
des surfaces et des produits alimentaires (Gibson et al., 1999).

L’étude de ces bactéries productrices de biofilms suscite donc un grand intérét, car
elles pourraient servir de source de contamination microbienne qui peut conduire a l'altération
des aliments ou a la transmission de maladies. L'évaluation de la dynamique de formation des
biofilms peut étre utile pour prévenir leur formation, et ainsi, réduire les risques.

Les microorganismes peuvent adhérer sur des surfaces (abiotiques) tres variées (verre,
plastique, acier inoxydable...) et sont particuliérement connus pour leurs effets néfastes dans
les domaines de la santé publique et de I'industrie car générant des charges économiques
importantes. Parmi leurs impacts négatifs les plus connus, on peut citer les contaminations
des produits alimentaires, la biodetérioration des matériaux et la propagation des
maladiesnosocomiales (Parot, 2007).

2. Définition du biofilm

Le biofilm est une communauté pluricellulaire de microorganismes sessiles agrégés en
micro-colonies ; parfois complexe et fréquemment incluse dans une matrice de polymeres
extracellulaires autoproduits (Branda et al., 2005 ; Shakibaie et al., 2014), adhérant entre eux
et sur une surface biotique ou abiotique, allant du naturel comme les muqueuses de
I’organisme, racines et feuilles des plantes, minéral comme les roches aux artificiels comme
les canalisations et les équipements en industries. Ces structures organisées s’établissent aux
interfaces air-solide, air-liquide, liquide-solide ou liquide-liquide (Costerton et al., 1999 ;
Randrianjatovo et Gbalou, 2016).

3. Croissance et maturation du biofilm

La croissance du biofilm correspond a la multiplication cellulaire, a la production d’EPS
(extracellular polymeric substances) ainsi qu’au matériel extracellulaire varié. La prolifération
des cellules aboutit a la formation de micro-colonies qui sont décrites comme des foyers
tridimensionnels hautement organisés et résistant (Conibear et al., 2009). En effet I'unité de
base du biofilms est la micro-colonie (Donlan, 2002), qui est aussi I’'une des caractéristiques
la plus remarquable de ce phénotype. La morphologie des colonies dans les biofilms differe
de celle des colonies des cultures libres dites planctoniques. L’arrangement spatial des micro-
colonies contribue & I’architecture du biofilms et & de profondes implications pour son
fonctionnement (Davey et O’Toole, 2000). La proximité des cellules au sein de la micro-
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colonie ou entre les micro-colonies fournit un environnement idéal pour la création de
gradients nutritionnels et pour les échanges génétiques (Donlan, 2002).

4- Définition et role de PEPS

De nombreuses bactéries a Gram positif ou a Gram négatif possedent une couche
d’exopolysaccharides plus ou moins épaisse et visqueuse recouvrant la face extérieure de la
paroi, couche dont la composante de base est le poly-R,6-N-acetylDglucosamine(PGA)
(Robert et al., 2007). Ces polysaccharides sont soit attachés a la paroi par des liaisons
covalentes ou par des interactions fortes en tant que polysaccharides capsulaires (PSC) soit
forment une couche diffuse facilement détachable de la surface et se trouvent par la suite dans
le milieu extracellulaire en tant que polysaccharides de « slime» (PSS) (Yang et al.,2010).

Aussi, de nombreuses souches de Staphylococcus a coagulase négative (SNC) forment
un film bactérien adhérent, le slime, dont la formation a été mise en cause comme facteur de
virulence. Il est postulé qu'il s'agit d'un mécanisme par lequel la bactérie adhere et colonise
certains dispositifs prothétiques. Plusieurs rapports ont montré que le SNC produit d'énormes
quantités de cette substance extracellulaire lors de la croissance sur des surfaces inertes,
permettant I'adhésion de micro-organismes a ces surfaces. Cette adhesion est augmentée par
la fibronectine tissulaire et le plasma. Le contrdle génétique de la production de mucus a
commencé a étre élucidé, d'abord chez S. epidermidis puis chez S. aureus.La synthése du
polysaccharide capsulaire est médiée par I'opéron ica (Alcaraz et al., 2003);

La production des exo-polysaccharides joue un réle important dans les infections causees
par différents microorganismes (Alcaraz etal., 2003); et est considérée comme un facteur de
virulence important pour certains microorganismes tels que Staphylococcus aureus. Les EPS
(exo-polysaccharides) sont généralement des matériaux polysaccharidiques, qui sont
impligués dans la protection des cellules microbiennes. En plus, les microorganismes qui les
produisent sont plus résistants a la dessiccation, a la prédation et aux produits chimiques
(Ophir et al., 1994). Cependant, ces molécules sont également importantes dans la formation
de biofilms sur les surfaces puisqu’elles sont impliquées dans les premiéres étapes de ce
processus.
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2.1. Matériel
2.1.1. Matériel végétal

Les feuilles et les graines de I’olivier de Laperrine utilisées au cours de notre
expérimentation, proviennent de la station de Tamanrasset. Notre matériel végétal est fourni
par le Dr Lahcene (2022).

2.1.2. Matériel microbien

Le test antimicrobien est effectué sur deux souches bactériennes de réferences, ce sont :
Staphylococcus aureus LGA 251 mec C et Escherichia coli ATCC 25922.

2.2. Méthodes

Les extractions et les divers protocoles visant a évaluer le potentiel antioxydant de 1’extrait
de graines de I’olivier de Laperrine et ceux visant a évaluer ’activité antimicrobienne des
extraits de feuilles, ’activité antibiofilm sur une bactérie Gram® et une bactérie Gram™ ont été
réalisés au niveau du laboratoire de recherche en biochimie analytique et biotechnologie
(LABAB) de I’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

2.2.1. Procédure d’extraction

Nous avons procédé a la dissolution de 20 grammes de poudre (de feuilles et de
graines) dans 200ml de solvant représenté par de 1’cau distillée pour les graines et par de
I’eau distillee et de 1’éthanol pour les feuilles. Aprés une macération pendant 24h a
I’obscurité sous agitation (100rpm) a température ambiante, la phase aqueuse du macérat est
filtrée sur papier Wattman n°1l (Aiche- Iratni et al., 2015 ; Lahcene, 2018). Le filtrat
résultant de I’extraction est lyophilis¢ (Fig.10). Les poudres végétales ainsi obtenues sont
conservées a I’obscurité a 4°C dans des flacons, hermétiquement fermés en vue de leurs
utilisations ultérieures.
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Agitation (100 rpm)

Obscurité/24h

Le résidu sec

Figure 10 : Les différentes étapes de I’extraction
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2.2.2. Activité antioxydantes de I’extrait de graines
2.2.2.1. Analyse quantitative

L’analyse quantitative est menée par une série de dosages spectrophotométriques UV-
visible.

2.2.2.1.1. Détermination de la teneur en polyphénols totaux

Les phénols totaux sont estimés par la methode au Folin-ciocalteu décrite par Singleton et
Rossi (1965).

Les phénols présents dans I’extrait de graines subissent une réaction d’oxydation en
présence du réactif de Folin-ciocalteu (RFC). En effet ce réactif est un acide de couleur jaune
constitué d’un mélange de deux acides , 1’acide phosphotungstique et I’acide
phosphomolybdique. Lorsque les polyphénols sont oxydés, le réactif réagit avec la fonction
OH des phénols, ceci entraine la formation d'un nouveau complexe molybdene-tungstene de
couleur bleu proportionnelle a la quantité de polyphénols contenus dans I’extrait de graines
d’olivier.

La teneur en polyphénols totaux est déterminée par extrapolation sur la courbe étalon,
établie a partir d’une serie de dilutions (10-100ug/ml) d’acide gallique servant de
référence. Dans chaque tube a essais sont ajoutés 0,25ml de 1’échantillon a doser, 1,25ml du
réactif RFC (1/10) et 1ml de carbonate de sodium (75g/l). Les différentes solutions sont
incubées a 40°C pendant 30 minutes. L’absorbance est par la suite mesurée a 765 nm par
un spectrophotometre Meline MD 2000. La teneur en polyphénols totaux est exprimée en
milligramme équivalent acide gallique par gramme de residu sec (mg EAG/g RS).

2.2.2.1.2. Détermination de la teneur en flavonoides totaux

La méthode utilisée est celle décrite par Chang et al. (2002). Elle est basée sur 1’utilisation
du chlorure d’aluminium donnant une coloration jaunatre par chélation des flavonoides. En
effet ce reactif forme avecles flavonoides totaux des complexes acides stables colorés soit
avec le carbonyle (C=0) en position C-4, soit avec le groupe hydroxyle(OH) en C-3 ou C-5
des flavones et des flavonols. L'apparition de la couleur jaune indique la formation de ce
complexe. Ceci se traduit par le fait que le métal (Al) a perdu deux électrons pour s’unir a
deux oxygenes de la molécule phénolique agissant comme donneurs d’électrons. Ainsi, a 0,5
ml de la solution de I’extrait de graines, sont ajoutés 1,5 ml de méthanol, 0,1ml de chlorure
d’aluminium, 0,1 ml d’acétate de potassium et 2,8 ml d’eau distillée.

Le mélange est incubé pendant 30 minutes a tempeérature ambiante. L’absorbance est
mesurée a 415 nm. La courbe étalon est réalisée avec la quercétine (10-100pg/ml), et
I’équation de régression linaire, permet de calculer la teneur totale en flavonoides
exprimée en milligramme équivalent quercétine par gramme de résidu sec (mg EQ/g RS).
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2.2.2.1.3.Détermination de la teneur en tanins totaux

Le dosage des tanins est réalisé selon le protocole mis au point par Hagerman et
Butler (1978). Ce dosage est expliqué chimiquement par la précipitation de la BSA par les
tanins ainsi a la formation d’un complexe protéines-tanins. L’apparition d’une coloration
verte foncée ou bleue verte indique la présence des tanins.

La teneur totale en tanins exprimée en milligramme équivalent acide tannique par gramme
de résidu sec (mg EAT/g RS), est déterminée par I'utilisation de I’équation de régression
linéaire obtenue a partir de la courbe d’étalonnage de I’acide tannique (10-100 pg/ml).

2.2.2.2. Activité antioxydante

Ce sont des méthodes spectro-photométriques le plus souvent utilisées pour
I’évaluation des activités antioxydantes de I’extraits de graines. Tous les tests sont répétés
trois fois.

2.2.2.2.1. Capacité antioxydante totale ou test du phosphomolybdate

Le test du phosphomolybdate permet d’évaluer la capacité antioxydante totale des
extraits végétaux. Ce test agis selon deux mécanismes majeurs : soit par transfert d’atomes
d’hydrogene, soit par transfert d’¢lectrons. Il implique la réduction d'un oxydant qui entraine
un changement de couleur. Son mécanisme réactionnel est basé sur la réduction des ions
molybdéene Mo(V1) a pH acide en molybdéne Mo(V).

La capacité antioxydante totale est estimee par le dosage du phosphomolybdene selon
le protocole mis au point par Prieto et al. (1999). Le test consiste a mélanger 0,1ml de
I’extrait végétal a différentes concentrations (SM=2000 pl/ml) avec 1ml du réactif de
molybdate composé de 0,6 M d’acide sulfurique, 28m MNaH2PO4 et 4Mm molybdate
d’ammonium.

Aprés une incubation de 90 minutes a 95°C et refroidissement du mélange a
température ambiante, I’absorbance est lue a 695nm. La courbe étalon est établie avec 1’acide
ascorbique (10-100 ug/ml), la droite de régression permet de calculer la teneur totale de la
TAC. Cette derniére est exprimée en milligramme équivalent acide ascorbique par gramme
d’extrait (mg EAA/g d’extrait).Ce test agis selon deux mécanismes majeurs : soit par transfert
d’atomes d’hydrogene, soit par transfert d’électrons. Il implique la réduction d'un oxydant qui
entraine un changement de couleur .Son mécanisme réactionnel est basé sur la réduction du
molybdéne (VI) au molybdeéne (V) par les composés réducteurs présents dans 1’échantillon et
la formation subséquente d'un complexe phosphate de Mo (V) vert a pH acide.

2.2.2.2.2. Détermination du pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des extraits est évalué selon la méthode d’Oyaizu (1986). Elle
est basée sur la réduction des ions ferriques (Fe™) présents dans le ferricyanure de
potassium, K3Fe(CN) 6a1% (m/V) en ions ferreux (Fe*2) en présence d’un antioxydant qui a
le pouvoir de céder des électrons. Cette réaction conduit a la formation d’un complexe bleu
dont I’intensité indique une augmentation de la réduction du fer.
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Différentes concentrations d'extrait de graines d’olivier de Laperrine (SM=4000 pg/ml)
sont préparées dans de I'eau distillée et mélangées avec 2,5ml de tampon phosphate (200 mM,
pH 6,6) et 2,5ml de ferricyanure de potassium (K3Fe(CN) 6) (1% m/v). Le mélange est
incubé a 50°C pendant 20 minutes, puis 2,5ml d'acide trichloracétique (10%) sont ajoutés. Le
mélange est ensuite centrifuge a 3000 rpm /10 min.

Nous prenons 5ml du surnageant que nous mélangeons a 5ml d'eau distillée et 1ml de
FeClI3 (0,1%). Enfin, l'absorbance est mesurée a 700nm.

L'augmentation de I'absorbance du mélange réactionnel indique une augmentation du
pouvoir réducteur. L’acide ascorbique est utilisé comme témoin positif dans les mémes
conditions expérimentales.

2.2.3. Activité antibactérienne et activité antibiofilms des extraits de feuilles
2.2.3.1. Activité antibactérienne

Cette activité est réalisée sur les extraits aqueux (EA) et éthanolique (EE) obtenus a
partir des feuilles de ’olivier de Laperrine. L’objectif consiste en la détermination de la
capacité de ces extraits a inhiber la croissance de Staphylococcus aureus LGA 251 et
d’Escherichia coli ATCC 25922 par la méthode de diffusion sur milieu solide. Des disques de
papier Whatman n°1 de 6 mm de diametre sont déposes sur milieu solide ensemencé a partir
des souches a tester. La diffusion des extraits dans la gélose va permettre I’inhibition de la
croissance des germes dans le cas d’une éventuelle activité antibactérienne ; cette dernicre se
traduit aprés incubation par une auréole claire autour des disques appelée halo ou zone
d’inhibition.

La méthode suivie est validée par le LABAB a I'universit¢é Mouloud Mammeri de Tizi-
Ouzou.

2.2.3.1.1. Coloration de Gram et tests biochimiques

Cette coloration permet de différencier entre les deux types de bactéries (Gram+ et Gram-)
selon la capacité des différentes structures de la paroi bactérienne a retenir le colorant violet
de Gentiane (Bergey et al., 1994). Une couleur violette indique une bactérie Gram+ alors
qu’une couleur rose caractérise une bactérie Gram- . Afin de vérifier la pureté de cultures
bactériennes nous procédons au préalable a des tests biochimiques, ce sont :

*Test de la catalase

Ce test consiste en un prélevement de cellules bactériennes a partir de colonies ayant poussées
sur milieu Chapman et un étalement sur lame auquel nous ajoutons quelques gouttes de
peroxyde d’hydrogene (H202). Une reéaction positive se traduit par la formation de bulles
d’air.
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** Test de la DNase

Apres ensemencement de la bactérie Staphylococcus aureus, sur milieu (DNase) et incubation
a 37°C pendant 24h, nous ajoutons de I’acide chloridrique a la culture. Aprés une incubation
qui dure de 2 & 5 mn., il y’a I’apparition d’une zone claire autour des colonies bactériennes
qui confirme que la souche testée est productrice de I’enzyme désoxyribonucléase.

*** Test TSI

Dans le cas d’Escherichia coli, nous réalisons le test TSI. Ainsi le milieu TSI est coulé dans
un tube de maniére telle que nous obtenons un culot d’environ 3,5 cm et une gélose en pente.
Un ensemencement est réalisé dans le culot par piqdre et en strie sur la gélose en pente de
couleur rougeétre. Aprés une incubation de 18 a 24h & 37°C, la réaction positive se manifeste
par le changement de la couleur du milieu qui vire du rouge au jaune au niveau des deux
compartiments du tube de culture avec dégagement gazeux observé par un vide au milieu de
la gélose.

2.2.3.1.2. Préparation de ’inoculum
2.2.3.1.2.1. préparation de la pre-culture

Les tests bactériens sont realisés a partir de cultures jeunes, en phase de croissance
exponentielle. L’enrichissement des souches se fait par ensemencement de la bactérie sur le
milieu BHIB liquide. Aprés une incubation de 24h a 37°C, un ensemencement sur milieu
solide MH est réalisé, suivit d’une incubation a 1’étuve a 37°C pendant 18 a 24h.

2.2.3.1.2.2. Préparation de la suspension bactérienne

La préparation des suspensions bactériennes est effectuée selon le protocole mis au
point par Djennane et al. (2012). A partir de cultures jeunes sur gélose, nous prélevons
quelques colonies bien isolées dans de I’eau physiologique stérile. Aprés homogénéisation du
mélange, la standardisation de la suspension a 108 UFC/ml, correspondant a une DO comprise
entre 0,08 et 0,1 est réalisée a la longueur d’ondes de 620 nm. L’ensemencement est fait par
écouvillonnage sur milieu Mueller-Hinton (MH).

2.2.3.1.3. Préparation des échantillons

Dans un premier, un antibiogramme est réalisé pour chacune des deux souches
bactériennes sur lesquelles portent nos tests. Il consiste en la détermination de la résistance ou
sensibilité des souches a différents antibiotiques. Les différents disques d’antibiotiques sont
déposés sur la gélose MH préalablement ensemencée. Trois répétitions sont réalisées pour
chaque souche. Par la suite, nous testons I’effet antibactérien des extraits EA et EE sur
S.aureus et E.coli en faisant varier leur concentrations dans la gamme (0,2 a 0,6 g/ml). Le test
est réalisé par dépdt de disques sur la gélose MH. Nous déposons un volume de 20ul de
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chacun des extraits sur les disques, la gentamicine 10ug est utilisee comme témoin positif
pour S.aureus et la colistine 10 pg est utilisé comme témoin positif pour E.coli et un disque
de papier watman n°6 vierge imbibé de 20 pl d’cau distillé stérile représente le témoin
négatif. La boite est alors mise dans le réfrigérateur a +4°C pendant deux heures puis incubé
dans I’étuve a 37°C pendant 24 heures.

2.2.3.1.4. Lecture

La lecture consiste en une mesure en millimétres de la zone d’inhibition entourant le disque
déposé sur la gélose, elle est réalisée au bout de 24 heures d’incubation a 37°C. Les valeurs
sont exprimées en millimetres. Dans le soucis d’apprécier la sensibilit¢ des deux souche
bactériennes vis a vis de nos extraits, nous avons adopté la méthode de Ponse (2003), en effet
, selon cet auteurs la sensibilité des bactéries est définie comme suit :

Pour un diamétre < 8 mm, la bactérie est non sensible (-)

Un diameétre variant de 8 a 14mm caractérise des bactéries sensibles(+)

Un diameétre compris entre 15 et 19mm définit des bacteéries tres sensibles (++)
Pour un diamétre >20 mm les bactéries sont extrémement sensible (+++)

2.2.3.1.5. Détermination de la CMI

La méthode de dilution en milieu liquide, décrite dans le recueil de standardisation de
I’antibiogramme, est utilisée pour déterminer la concentration minimale inhibitrice, la CMI
correspond a la plus faible concentration des extraits pour laquelle les microorganismes testés
ne montrent aucune croissance visible a ’ceil nu. La gamme de concentration teste varie est
de 0,6 a 0,025g/ml. Le solvant de dilution utilisé est représenté par de 1’eau distillée stérile.

2.2.3.1.5. 1.Préparation de I’inoculum bactérien et sa distribution

A partir de la souche pure testée, nous réalisons une suspension bactérienne dans de
I’eau physiologique stérile et d’une densité de 0.08 a 0.1 de I’étalon 0,5 de la gamme de
McFarland qui correspond a une concentration d’environ 108 UFC/ml. Un ensemencement
sur milieu solide MH est réalisé par la suite. Des spots de 20 ul de chaque dilution sont
déposés sur les disques en papier Whatman et les boites de pétri sont mises a incuber a 37°C
pendant 24h.

2.2.3.15. 2. Lecture
La CMI est définie comme étant la plus faible concentration en extrait ou aucune

croissance bactérienne n’est observée. La lecture se fait selon le méme procédé utilisé pour
’activité antibactérienne.
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2.2.3.2. Activité antibiofilm

L’objectif de cette partie du travail est en premier lieu I’étude de la capacité de notre
souche bactérienne Staphylococcus aureus LGA 251 a former un biofilm dans les conditions
in vitro sur le milieu de culture RCA (Rouge Congo Agar) grace aux méthodes qualitatives
décritespar Freeman et al. (1989) et en deuxiéme lieu I’étude du pouvoir antibiofilm des
extraits aqueux et éthanolique de la poudre de feuilles de I’olivier Laperrine.

La souche bactérienne a étudier doit étre testée pour sa capacité a former des biofilms.
Plusieurs méthodes sont utilisées pour la détection de la capacité de formation de biofilms:
méthode des tubes (MT), production d’un «slime» sur milieu solide «rouge congo agar» ou
«RCA» et I’adhésion sur microplaques de polystyrene (Oliveira et Cunha, 2010).

La capacité des bactéeries a produire un «slime», un polysaccharide formant une couche
diffuse facilement détachable de la paroi bactérienne est testée sur milieu solide au rouge
congo modifié (Mariana et al., 2009).

Les bactéries possédant une forte production de “’slime’” donnent des colonies noires
avec un anneau clair au centre, par contre les bactéries possedant une faible production
donnent des colonies marrons parfois avec un brunissement occasionnel au centre (Mathur et
al., 2006).

Le colorant rouge congo interagit directement avec certains polysaccharides bactériens
formant un « slime» et donnent des colonies noires sur milieu CRA contrairement aux
colonies non productrices d’EPS.

2.2.3.2.1. Préparation de ’inoculum bactérien et sa distribution

A partir de la souche purifiée et revivifiée, nous réalisons une suspension bactérienne
dans de I’eau physiologique stérile et d’une densité de 0.5 Mc Farland qui correspond a une
concentration d’environ 108 UFC/m.

2.2.3.2.2. Criblage de la production de biofilms sur Gélose Rouge Congo

Nous avons utilisé la méthode préconisée par Freeman et al. (1989), ainsi, a partir de la
suspension bactérienne, nous realisons un ensemencement en stries a 3 cadrans sur gélose
rouge Congo. Les boites de pétri sont par la suite incubée a 37°C en condition aérobie

pendant 24 heures.

L’apparition de colonies noires indique que la souche est capable de développer un biofilm
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2.2.3.2. 2. Etude de P’activité antibiofilmet détermination de la CMI
2.2.3.2. 2.1 .Préparation de I’inoculum bactérien et sa distribution

A partir de la souche purifiée et revivifiée, on reéalise une suspension bactérienne dans de
I’eau physiologique stérile et d’une densité de 0.5 Mc Farland qui correspond a une
concentration d’environ 108 UFC/ml.

2.2.3.2.2.2. Distribution sur RCA

Un ensemencement par écouvillonnage sur milieu solide RCA est réalisé, par la suite, des
tests de diffusion sur disque sont effectués avec les dilutions suivantes des extraits de feuilles
aqueux et éthanolique : (0,4mg/ml, 0,2mg/ml) pour I’activité anti-biofilm et les concentrations
variant de 0,4mg/ml a 0.025mg/ml pour la détermination de la CMI. Six disques sont déposés
a la surface de la boite préalablement ensemencee, 3 disques de papier Watman imbibés de
20ul de I’extrait aqueux, 1 disque d’antibiotique (gentamicine), 1 disque qui représente le
témoin positif etl disque de papier Watman vierge comme témoin négatif.

L’opération se fait de la méme maniére pour chacune des dilutions et la méme technique est
utilisée avec I’extrait éthanolique.

2.2.3.2.2 .3. Lecture

La lecture consiste en la détection et une mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour du
disque de papier Watman. Les résultats sont exprimés en mm.
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3.1. Dosages

Afin d’évaluer quantitativement les composés phénoliques contenus dans I’extrait
aqueux de la graine de I’olivier de Laperrine, un dosage des polyphénols totaux (PPT), des
flavonoides totaux (FT) et tanins totaux (TT) est effectué par les méthodes
spectrophotométriques notamment celle du Folin-ciocalteu, trichlorure d’Aluminium, et celle
basée sur la formation du complexe protéine-tanins.

Peu de travaux sont publiés sur les composés phénoliques des graines de I’olivier en
particulier et de la plante en général. Ainsi donc et en raison du manque de données
scientifiques sur les extraits de graines d’olivier, nous comparons nos résultats a ceux obtenus
par d’autres partie de la plante et par rapport a d’autre espéces et familles végétales.

3.1.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols a été estimée par la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu. C’est I’'une des méthodes les plus anciennes congue pour déterminer la teneur en
polyphénols, des plantes médicinales et les nourritures (Abdel-Hameed, 2009).

La quantification des composés phénoliques est calculée en fonction d’une courbe
d’étalonnage linéaire réalisée par un extrait d’étalon de I’acide gallique). Les résultats sont
exprimes en milligramme équivalent acide gallique par gramme de résidu sec de la plante.

Les résultats concernant les teneurs en composes phénoliques sont regroupés dans le tableau
IV. Les valeurs obtenues révelent des teneurs plus élevées en polyphénols et en tanins par
rapport aux flavonoides. Ce qui est li¢ au fait que I'olivier de Laperrine est une espece
sclérophyte des régions séches ou arides caractérisées par a un manque d’eau ou a sa faible
disponibilité, notamment les zones a pluviosité réduite et les zones sahariennes (Lahcene,
2020). Pour Sahli, (2015), Les plantes sclérophytes présentent une grande biodisponibilité en
polyphénols, qui peuvent étre considérées, en soit, comme une forme d’adaptation au stress
oxydatif par leur capacité a limiter les pertes d’eau.

Tableau 1V : Résultats des différents teneurs en PPT, FT, eten TT

Polyphénols totaux Flavonoides Tanins totaux

(mg EAG g RS) (mg EQ/g RS) (mg EAT/g RS)
Teneurs 42, 38+ 6,56 1+ 0,87 3,13+ 0,47
Equations Y =0,008X+-0,093 Y=0,004X+0,056 Y=0,008X+0,095
de régressions
de la courbe R?=0,98 R%?=10,96 R%?=0,94
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Le dosage des polyphenols dans I’extrait EAG donne une teneur qui correspond a la valeur
de 42,38+ 6,56 mg EAG/g RS. Cette teneur est multipliée par deux dans la graine de blé
mur, en effet, Larba et al. (2021) notent une valeur de 90.39+0.75mg EAG/g , quant a
Boukhanouf et al. (2016), ils enregistrent une teneur de 36.3+0.37 mg EAG/g MS dans les
graines de feves mdres (Vicia faba L). Pour les graines de Nigella sativa, Meziti (2009),
obtient une valeur de 27,07£0,58 mg EAG/g RS , quant & Zabayou (2017), la teneur
enregistree est de 1,32+0,09 mg EAG/g RS .

Cependant, la comparaison de nos résultats a ceux des différents travaux ayant quantifié
les polyphénols totaux montre que I’extrait aqueux des graines de I’olivier laperrine contient
une quantité non négligeable en polyphenols. En effet, Boudjellal (2008) enregistre une
faible teneur en polyphénols totaux dans I’extrait de la pulpe du fruit de Elaeagnus
angustifolia qui est de 2,32+0,48 mg EAG/g d’extrait .

3.1.2.Dosage des flavonoides totaux

La teneur totale en flavonoides de I'extrait aqueux est déterminée par la méthode au
trichlorure d'aluminium AICI3 le calcul est basé sur ’exation de régression obtenu a partir de
la quercitrine (Tab.lIV). La teneur des flavonoides correspondants est rapportée en mg
équivalent quercitine par g de résidu sec. Le dosage des flavonoides dans I’extrait EAG,
montre une teneur de 1 £0.87 mgEQ/g RS.

Cette valeur est en accord avec les données bibliographiques enregistrées dans différentes
graines de différentes espéces végétales. Ainsi, Boukhanouf et al. (2016) enregistrent une
teneur de 0.623+0.019EQ/g MS a partir d’extrait aqueux de graine de féve mire Vicia faba L
alors que Zabayou (2017), enregistre une valeur de 2.12+0.015 mgEQ/gRS a partir d’extrait
aqueux de lentille métropole crue. La teneuren flavonoides enregistrée dans la graine de
Nigella sativaest de 2,45+0,06 mg EQ/g RS (Meziti, 2009).

Enfin, la teneur en flavonoides que nous avons obetenu a partir de I’extrait EAG est
supérieure a celle enregistré par Boudjellal (2008) a partir d’un extrait de la pulpe du fruit de
I’olivier I’Elaeagnus angustifolia qui correspond a 0,15+ 0,06 mg EQ/g d’extrait.

3.1.3 .Dosage des tanins totaux

Le dosage des tanins totaux déterminé sur I’extrait aqueux des graines d’olivier de
Laperrine et calculé a partir de I’equation de régression de I’acide tannique (Tab.IV) donne
ressortir une teneur qui correspond a 3,13 + 0,47 mg EAT/g RS

La bibliographie consultée ne fait aucune référence a des dosages de tanins réalisés a
partir d’extraits de graines. Raison pour laquelle la comparaison de nos résultats est faite par
rapport aux differents résultats obtenus sur des extraits aqueux de feuilles, detiges et de fruits
de I’olivier de Laperrine. Ainsi, Lahcene (2020), obient une teneur 214,75 mg EAT/g RS,
Bensedd deik et Rami (2021), enregistrent une valeur de 90 mg EAT/g RS, alors que QOuattara
(2021), calcul une teneur de 51,79 mg EAT/g RS. 1l ressortde cette comparaison que la teneur
en tanins totaux contenus dans la graine de I’olivier est trés faible.
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Il faut cependant noter que Boudjellal (2008) enregistre une valeur de 2,57 +0,35 mg EAT /g
d’extrait de la pulpe du fruit de I’Elaeagnus angustifolia des teneurs de ’ordre de d’extrait
inferieur & nos résultats.

D’aprés les tavaux de Lahcene (2020) sur un extrait aqueux de feuillede 1’olivier de
Laperrine, Benseddik et Rami (2021) sur I’extrait aqueux de tiges et ceux d’Ouattara (2021)
sur ’extrait de fruit, ce sont les extraits de feuilles qui donnent les teneurs les plus elevées en
polyphénols , flavonoides et en tanins totaux. Comparés a I’extrait de feuilles, les résultats
obtenus par I’extrait de graine est relativement insignifiant.

3.2.Evaluation de P’activité antioxydante

L’evaluation du pouvoir antioxydant de I’extrait de graines d’olivier de Laperrine est
réalisés par le test de la capacité antioxydante totale (CAT) et le test de la réduction de fer
(FRAP).

3.2.1.Capacite antioxydante totale

La capacité antioxydante totale de I’extrait de graines de I’olivier de Laperrine est exprimée
en milligrammes d’équivalent d’acide ascorbique par gramme de résidus sec (mg EAA/g de
RS). Le calcul est réalis¢ a partir de 1’équation de régression de la courbe d’étalonnage
illustrée par la figure 11 de ’acide ascorbique suivante Y = 0,004 X- 0,063 (R?= 0,98).
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Figure 11 : Courbe de régression de I’acide ascorbique

L’extrait de graines d’Olea europaea subsp. laperrinei révele une capacité antioxydante de
58,25 + 1,75 mg/EAA /g RS. Cette valeur en moyenne par cinq comparée de la teneur
calculée par Lahcene (2020) a partir d’un extrait aqueux de feuilles d’olivier de Laperrine et
qui correspond a 267,26 + 2,67 mg EAA /g de RS.

L’extrait EAG se caractérise par un pouvoir antioxydant nettement plus élevé que celui
calculé par Zabayou (2017) a partir des graines de lentilles metropole (16,67 £ 1,12 mg
EAA/g RS), et de graines de lentilles corailles (11,67 £+ EAA/g RS)
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3.2.2 . Pouvoir réducteur sur le ferrocyanure de potassium (FRAP)

Les résultats obtenus montrent que la capacité de I’extrait a réduire le fer est nettement
inférieure a celle de I’acide ascorbique (IC50=54,32 ug/ml). Il faut cependant noter que EAG
est un extrait brut contenant un mélange de molécules différentes alors que 1’acide ascorbique
est un produit pur connu pour ces vertus antioxydants. Ce test a montré également que la
capacité réductrice de I’extrait EAG est dose-dépendant et augmente de maniére
proportionnelle & ’augmentation de concentrations des échantillons (Fig.12).
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Figure 12 : Capacite de réduction du fer par I’extrait de graines

L’activité antioxydante de I’extrait EAG et celle de I’acide ascorbique est déterminée a partir
de I'IC50, c’est la concentration necessaire pour réduire 50% des radicaux libres. L’IC50 de
I’extrait calculée correspond a la valeur de 1021,25 + 11,36ug/ml. Le manque de données
scientifiques ne nous parmet pas de comparer nos résultats a d’autres familles de graines.
Cependant une comparaison avec les IC50 déterminées a partir d’extrait aqueux obtenus a
partir des feuilles (Lahcene, 2020), des tiges (Benseddik et Rami, 2021) et du fruit (Ouattara,
2021)de I’olivier de Laperinne illustrée par le tableau V montre que la capacité donatrice
d’¢létrons par I’extrait EAG est relativement negligeable par rapport aux extraits aqueux de
feuilles, de tiges et de fruits.

Tableau V : Comparaison desvrésultats du test FRAP de EAG avec ceux obtenus a partir
des extraits de feuilles, de tiges et de fruits de ’olivier de Laperrine

Extraits de ’olivier de IC50 Bibliographie
Laperrine (ng/ml)

Extrait de graine 1021.25+11,36 Notre résultat
Extrait de feuille 234,91+7,69 Lahcene (2020)
Extrait de tiges 383,17+12,36 Beseddik et Rami (2021)
Extrait de fruit 387.5 Ouattara (2021)
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3.3. Activité antibactérienne

3.3.1.Veérification de la pureté des souches bactériennes

Afin de vérifier la pureté des souches bactériennes utilisée au cours de notre experimentation,
une coloration de Gram est réalisée ainsi que des tests biochimiques, les résultats sont

résumés dans le tableau VI.

Tableau VI: Résultats de la coloration Gram et des tests d’identification biochimique des

souches bactériennes

Coloration de Gram

E.coli ATCC 25992

Bacille de couleur rose

S.aureus LGA 251

£

oF
o
"

Coccien grabbe de raisin de

Gram- couleur violette Gram+
Test de DNase - DNase +
Test de la Catalase -
Catalase +
Gaz +
Lactose +
TSI Glucose + -
Virage du milieu du rouge au
jaune

La coloration de Gram et les tests biochimiques réalisés montrent bien que les souches
bactériennes sur lesquelles porte notre expérimentation sont bien pures et correspondent
respectivement a E. coli et a S. aureus.
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3.3.2.Test de diffusion sur milieu solide

Nous étudions dans des conditions in vitro le pouvoir antibactérien de ’extrait aqueux (EA)
et éthanoliques (EE) des feuilles d’olivier de Laperrine par la méthode de diffusion sur milieu
solide MH.

L’activité antibactérienne de nos échantillons vis-a-vis des deux souches bactériennes testées,
est estimée par la mesure des diametres en milimétre des zones d’inhibition autours des
disques.

Afin de mettre en évidence ’effet antibactérien des extraits EA et EE, nous avons réalisés une
gamme de concentrations des extrait de 0,2 & 0,6 g/ml afin de les tester sur les souches
bactériennes.

Les résultats obtenus montrent que les extraits EA et EE présentent une activité
antibactérienne vis a vis des deux souches bactériennes utilisées (Tableau VII).

Tableau VII: Le degré de sensibilité des bactéries testees en fonctions des concentrations

Concentrations (g/ml)
Souche Extrait 0,6 0,4 0,2
E.coli EA + + +
ATCC25922 EE + + +
S.aureus EA + + +
LGA251 EE + + +

Les diamétres des zones d’inhibition mesurés varient de 8 a 14 mm (Fig. 13), les deux
souches bactériennes testées sont donc selon Ponse (2003), sensibles aussi bien a 1’extrait EA
qu’a I’extrait EE. Ces résultats sont confirmés par les travaux de Benramdane et Djouab
(2016) qui ont démontrés 1’effet bactéricide des extraits bruts de feuilles de 1’olivier sur neuf
souches bactériennes.
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E.coli ATCC 25922

S.aureus LGA 251

Figure 13 Résultats des tests antibactérien EA, EE de E.coli et S.aureus. C1 :0,6g/ml ;

C2:0,4g/ml ; C3:0,2 g/ml

38




Chapitre 111 Résultats et discussion

Detérmination de la CMI

Les resultats de la CMI des extraits aqueux et éthanoliques sont rapportés dans le tableau VIII
et la figure 14.

Tableau VIII: Résultats de I’inhibition de la CMI

Concentration en g/ml
Souche Extrait 0,6 04 | 02 0,1 0,5 | 0,025
E.coli EA - - - + + +
ATCC25922 EE - - - I ¥ n
S.aureus EA - - - - - +
LGA251 EE ; 3 ] ) ) n

- 1 pas de croissance, + : croissance.

15
10 ~ mEA mEs
5
] mEE mEE
) 5{T+) GE(T+)

MR S LS
o oF ¥ o & “gﬁ"" . o o o o Q‘Qﬁf" -
A B

Figure 14: Résultats de la CMI des extraits aqueux et ethanolique sur A : E.coli ATCC
25992, B : S. aureus LGA 251

Dans le cas d’E.coli, seulement deux concentrations (0,4g/ml, 0,2g/ml) des extraits EA et EE
donnent des zones d’inhibitions de la croissance alors que les trois autres concentrations
(0,2g/ml ; 0,05g/ml et 0,025g/ml), elles ne donnent aucune inhibition de la croissance
bactérienne. Pour S.aureus LGA 251, les concentrations 0,4g/ml, 0,2g/ml, 0,1g/ml, 0,05g/ml
des extraits EE et EA inhibent de la croissance bactérienne. Quant a la concentration de
0,025g/ml, elle ne présente aucune inhibition de la croissance chez S. aureus. Ces résultats
sont en accord avec ceux de Benramdane et Djouab (2016) qui enregistrent chez S.aureus
LGA 251 une CMI a la concentration de 1,56 mg/ml pour un extrait aqueux de feuilles de
I’olivier de Laperrine et a une concentration de 25 mg/ml pour un extrait éthanolique.
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3.4. Activité antibiofilm
3.4.1. Evaluation de la formation de biofilm :

Plusieurs chercheurs ont étudié les stratégies employées par les micro-organismes pour
produire des biofilms, Ils ont montré que les bactéries productrices de biofilms sécrétent
certaines substances chimiques qui les protégent contre les désinfectants, les agents
antimicrobiens et des systémes immunitaires de I'h6te (Saitou, 2009).

Des méthodes classiques de la détection de la production de biofilm in vitro ont été
établies, telle que la méthode qualitative du Rouge Congo. (Freeman et al., 1989; Mathur et
al., 2006)

Le criblage de la production de biofilms par la méthode Gélose Rouge Congo a montré
que la souche étudiée Staphylococcus aureus LGA 251 est fortement formatrice de biofilms,
présentant des colonies noires avec un cristallin de consistance séche sur Geélose Rouge
Congo. Cet aspect est di a la production des exo-polysaccharides(EPS) ou(SLIME) qui
réagissent avec le rouge Congo (Fig.15).

Rouge congo
agar

Colonies
Noires
Staphylococcus
aureus

Figure 15 : Production de slime chez Staphylococcus aureus isolé sur milieu rouge congo

3.4.2. Evaluation de P’activité antibiofilms des extraits aqueux et éthanolique de
feuilles de I’olivier de laperrine et détermination de la CMI :

Les résultats des tests de sensibilité de S. aureus aux EE et EA par la méthode de diffusion
des disques sur milieu de culture solide RCA et la détermination de la CMI sont résumés dans
le tableau VIIII).
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Tableau VII11 : Résultat de ’inhibition de la formation du biofilm par les extraits
aqueux et éthanolique.

Concentration
des extraits 0,4g/ml | 0,2g/ml | 0,1g/ml | 0,05g/ml | 0,025g/mi 0,0125¢g/ml
EE/EA

Croissance(+) ou
absence de
croissance(-) -/- -/- -/- ~/- ++ ++
Staphylococcus
aureus LGA 251

(+) : croissance, (-) : pas de croissance,

D’apres les résultats obtenus, les extraits aqueux et éthanolique présentent un effet
antibiofilms, inhibant la croissance de la bactérie testée. Les résultats obtenus pour ces
composés sont comparables a ceux obtenus par la gentamicine (témoin positif).

Pour les deux extraits, les concentrations 0,4g/ml ; 0,2g/ml ; 0,1g/ml ;0,05g/ml donnent
des zones d’inhibition supérieures ou égale a 8 mm. De plus, les diametre d’inhibition
mesurés augmentent en fonction de la concentration des extraits, il ya absence de formation
du biofilm, ce qui démontre la sensibilité de la souche aux différentes concentrations des
extraits EE et EA.

Aussi pour les extraits éthanolique et aqueux des feuilles de 1’olivier de Laperrine, la
concentration correspondant a la valeur de 0,025g/ml donne des zones d’inhibitions inferieur
a 8 mm, il ya formation de biofilms, ce qui démontre la résistance de la souche aux extraits
EE et EA a cette concentration.

La concentration minimale inhibitrice du biofilms formé par Staphylococcus aureus
LGA 251 se situe entre les concentrations de 0,025g/ml et 0,05g/ml comme en témoignent la
figure 16.

WEA

gentamicine

Figure 16: Résultats de I’activité antibiofilms des extrait aqueux et éthanolique de feuilles
del’olivier de Laperrine les zones d’inhibitions sont exprimées en mm (Souche productrice
de biofilms Staphylococcus aureus LGA 251)
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Les differentes zones d’inhibition sont illustrées dans la figure 17 qui démontrent bien que la
CMI est située entre les concentrations correspondant aux valeurs de 0,025g/ml et 0,05g/m.

Figures 17 : Résultas de I’activité antibiofilm des extraits EA et EE

Extrait éthanolique Extrait aqueux
Concentration

0,4g/ml

0,2g/ml

0,1g/ml

42




Chapitre 111 Résultats et discussion

0,05g/mi

0,025g/ml
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Conclusion et perspectives

La présente étude rentre dans le cadre de la valorisation de I’olivier de Laperrine (Olea
europaea subsp. Laperrinei), espéce endémique des hautes montagnes sahariennes de
I’ Algérie. L’olivier se caractérise par sa remarquable résistance a un environnement hostile
et sec, il présente en effet, des caractéristiques morphologiques et physiologiques qui lui
permettent de s’adapter aux conditions arides de son habitat. Cette adaptation se manifeste
entre autres par la synthése des métabolites secondaires. Ces derniéres constituent les
éléments essentiels dans les interactions de la plante avec son environnement.

L’objectif de cette étude est de quantifier le contenu phénolique de I’extrait aqueux de
graines a travers les méthodes spectrométriques et d’évaluer leurs propriétés antioxydantes
par le test de la capacité antioxydante totale (CAT) et le pouvoir réducteur des ions ferriques
(FRAP). De plus, une évaluation de I’activité antibactérienne et anti-biofilms est menée sur
les extraits bruts issus de feuilles.

L’estimation quantitative des phénols totaux, des flavonoides et des tanins totaux, a
montré que les graines de I’olivier de Laperrine renferment des ployphénols les teneurs

calculées sont cependant négligeables par rapports a celles enregistrées dans les feuilles, les tiges
et les fruits.

La CAT etla FRAP montrent que I’extrait de graines est doté d’une capacité
antioxydante totale, et d’un pouvoir réducteur peu élevés mais qui sont cependant non
négligeables en comparaison avec d’autres familles de graines, ces deux parameétres sont
correlés avec le contenu en polyphénols de I’extrait étudié. Ainsi I’extrait de graines semble
présenter un relatif potentiel en tant que piégeur de radicaux libres.

Nous relevons aussi que les extraits de feuilles présentent une bonne activité anti-
bactérienne contre les deux souches testées et qu’ils ont un potentiel anti-biofilms qu’il
convient de mieux etudier.

Nos resultats sont obtenus dans des conditions in vitro, il serait judicieux de
compléter cette étude par des tests in vivo pour mieux apprecier et appliquer les résultats
obtenus au cours de notre expérimentation.

Il serait aussi intéressant de réaliser :

*Une identification des molécules présentes dans les extraits bruts sur lesquels a
portée notre expérimentation avec des méthodes chromatographiques ;

**Une évaluation de I’activité antioxydante par d’autres test notamment le test
DPPH ;

***Une évaluation de I’activité anti- microbienne et anti-biofilms sur des souches
bactériennes multi résistantes.
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