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Résumé :

Dans l'optique d’'une connaissance approfondie dastgs a activité antibacterienne, nous
nous sommes intéressés aux feuilles de I'olivievageQleaeuropaeasubspsylvestris, une
plantemédicinale traditionnelle dont [lutilisatiomst trés répondue dans le bassin
méditerranéen.

L’activité antibactérienne des feuilles de cett@astre a été testée sur quatre souches
bactériennes Saphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
cereus.

Les feuilles de la plante ont été soumises a utaion éthanolique (EE), une extraction
assistée par ultrasons (EAU) et une extractiorstEsspar microonde (EAM).

Le rendement d’extraction des différents extraidét éle 16.70%, 11.30% et 9.83%
respectivement pour I'extraction assisté au micdeotiextraction a I'éthanol et I'extraction
assisté aux ultrasons.

Selon les résultats obtenus, sur les lemitestées, nous avons remarqué que nos
différents extrait brut des feuilles@'esylvesrissemble avoir des propriétés antimicrobiennes
vis-a-vis de Bcereus et de Saureus.

Les tests effectués ont donné des résultats oaitdc un diametre d’inhibition atteignant les
22 mm pour Jwreus.

Une CMI de l'ordre de 15.63mg/ml et de 31.25 mg/alété obtenue pour I'extrait
éthanoliquevis-a-vis de &ireus et de Bcereus.

Pour les extraits obtenus par extraction assist&engcroonde, elle a été de l'ordre de
15.63mg/ml pour Swreus et de 62.5mg/ml pour Bereus.

L’'analyse quantitative des extraits, a montré Idus dosage des polyphénols totaux que
I'extrait obtenu par extraction éthanoliques’estété plus riche20.7+0.5 mg EAG/g que
I'extrait obtenu par extraction assistée par miod®20.1+0.9mg EAG/g.

Mots clefs : Feuilles d'olivier, Oleaeuropaea L, Oleastre, wtéi antimicrobienne,
Polyphénol.

Abstract :

In the context of a thorough knowled@iplants to antibacterial activity, we looked to
the leaves of the wild olive tre®)eaeuropaeasubsgylvestris, a traditional medicinal plant
whose use is answered in the Mediterranean.

The antibacterial activity of the leawdghis Oleaster was tested on four strains of
bacteria:Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus.

The leaves of the plant were subjecteahtethanolic extraction (EE), an ultrasound-
assisted extraction (UAE) and microwave assistéhetxon (ASM).

The extraction yield of the different dts was 16.70%, 11.30% and 9.83%
respectively for extracting the microwave assisediraction with ethanol and extraction
assisted with ultrasound.

According to the results obtained ondtrains tested, we noticed that our various crude
extract of the leaves @.esylvesris seems to have antimicrobial properties overlooked
B.cereus andSaureus.

The tests yielded positive results withibition diameter reaching 22mm f8iaureus.

An MIC of about 15.63mg/ml and 31.25 mb¥was obtained for the ethanol extract
overlookedSaureus andB.cereus.

For the extracts obtained by microwawgsésd extraction, it was of the order of 15.63
mg/ml for Saureus and 62.5mg ml foB.cereus.

The quantitative analysis of the extratiswed during the determination of total
polyphenols that the extract obtained by ethareticaction was more riche20.7 + 0.5 mg
EAG / g that the extract obtained by microwavesssdi extraction 20.1 £ 0.9mg EAG / g.

Keywords: Olive leavesQleaeuropaea L, oleaster, Antimicrobial activity, Polyphenol.
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Introduction

L’émergence de microorganismes pathogenes muistaéss, due a I'usage abusif et
inapproprié des antibiotiques, pose actuellementpwbleme de santé publique assez
préoccupant. En effet, la résistance des bactatirsantibiotiques rend parfois le traitement
thérapeutique inefficace, et met le praticien d#esssituations délicates, surtout lorsque la vie
du malade en dépenhebaibi et al, 2007)

La solution de ce probléme s’avere domente et impose la recherche de nouveaux

agents antimicrobiens.

Le recours aux plantes médicinales aux propriétéisncrobiennes constitue alors une des
plus intéressantes pistes a explorer. Précisongefte pratique n'a pas entiéerement disparu
dans les compagnes et chez les minorités ethnipiees sociétés modernes, ainsi ce type de
médecine est encore tres pratiqué et représentelgpplus défavorisés un complément ou

une alternative a la médecine moderne souventésadlgDellilL ., 2013).

Selon 'OMS, 65-80% de la population miatel dépendent essentiellement des plantes

meédicinales traditionnelles pour leurs soins prieg{Newmann, 2000))

En effet, les plantes possédent desarsllde substances actives a l'intérieur de leurs
organes (feuilles, fleurs, racines,...) et peuvétmte misent en évidence par différentes
techniques d’extraction et de purification, afinsdler les principes actifs et les utiliser en
pharmacie. Ces remédes naturels sont bien souvest efficaces avec moins d'effets
secondaires reconnus que beaucoup de médicamesimti@se, mais peuvent néanmoins
étre mortels ou toxiques pour l'organisme lorsgjsibnt mal utilisés(Duraffourd et al ,
1997).

Olea europaea L est l'une des plantes médicinales les plus étisen médecine
traditionnelle dans le bassin méditerranéen. Depdes siécles, les populations
meéditerranéennes I'on exploité comme traitementtreode multitudes de maux (fievres,

plaies infectées, éruptions cutanées...).

Notre travail a pour objectif d’évaluarvitro I'activité antibactérienne des extraits de
feuilles dOlea europaea subsp sylvestris obtenus a la suite de différentes méthodes

d’extraction.



Introduction

Ainsi, nous proposons de structurer ntéenoire comme suit :

Une premiére partie réservée a la présientde I'espéece étudiée et aux généralités sur
les principes actifs de cette plante.

La seconde partie traite la partie expértale, ainsi que linterprétation et la
discutions des résultats obtenus.
En fin une conclusion générale résumant les résutta notre travail, ainsi que quelques

perspectives.



Revue bibliographique

[.1 .Historique :

L olivier est un arbre qui a accompagné le dévedopgnt de la civilisation méditerranéenne,
traité avec égards et respect, il a de tout tent@saé centre des préoccupations de la
civilisation agraire de ces région, fournissantmwre, lumiere, cosmétique et médicaments
(Polese, 2007)

Il constitue la base de la bonne sangehdditants de ces pays et représente le fleuron
de ce que lI'on appelle maintenant le régime médiiéen.Le nom scientifique de I'arbre,
Olea, vient d’'un mot qui signifiait « huile » chies Grecs de I'Antiquité.

Sa premiere domestication date des anegenivilisations de la Méditerranée, lorsque
les grecs fondérent des cités le long de son paurd que les phéniciens crééerent des
colonies en Afrique du nord ils apportéerent avag & gout de cette cultur@oreaux,
1997)

On en trouve la trace historique avant méme lasaaie de |"écriture. On a retrouvé des
rameaux d olivier dans des tombeaux égyptiens.Aresens Egyptiens utilisaient la feuille
d olivier dans le processus de momification des bresde la famille royale.

Symbole de vie de savoir de fidélitéviletoire et de puissance autrefois, I'arbre a
conservé sa force symbolique et le rameau d olegtrdevenu symbole de la paix et de la
victoire partout dans le monde. Il figure actueksrh sur le drapeau de I'ONU
(Ventoso,2013)

[.2 .Origine et habitat :

Originaire de I'Asie mineur, sa culturest étendue a tout le bassin méditerranéen a
partir du sixieme siécle. Aujourd hui on en trouméme en Australie, en Afrique du Sud, au
Japon, en Californie et au Chi\ferdier, 2003)

Hivers froids, étés secs, sols pauvres, c’estdeudont I"olivier a besoin. Il requiert peu de

soins et pousse méme sur des terrains roclieodmou, 2003)
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|.3. Classification :

Selon Ghedira, (2010), Oleaeuropaeasubspsylvestrisappartient a la famille des
oléacées. Le genre est app@liéaet comporte 30 especes différentes réparties surface
du globe. L'espece Méditerranéenne &deaeuropaeg dans laquelle on trouve l'oléastre ou

I'olivier sauvage, et l'olivier cultiv€Tableau 01)

Tableau | :La classification botaniquede I'arbre de I'oliveauvage seldahedira, (2008)

Regne : Plantae

Embranchement : Magnoliophyta

Sous embranchement : Magnoliophytina

Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Dialypetales

Ordre : Lamiales

Famille : Oleaceae

Genre : Olea

Espece : Oleaeuropaea L

Sous espece : O.europaeasubspsylvestris

|.4.Répartition géographique :
A/Répartition géographigue dans la méditerranée :

La zone naturelle de répartition géographique alevier dans le monde se situe
principalement entre le 30e et le 45e degré dmitlinord et suffigure 01).

L’olivier est cultivé par ordre d'importance en Afue en : Tunisie, Maroc, Algérie,
Libye,Egypte, Afrique du Sud et Angola. En Eurofigsspagne, Italie, Gréce, Portugal,
Albanie, Chypre, France, Slovénie et Malte. Au Mo@rient et en Asie : Turquie, Syrie,

Palestine, Liban, Israél, Jordanie, Irak, Iran [@n€.

Selor(Verdier, 2003), environ 97% des 850 millions d'oliviers, qui coemt une superficie

de 9500000 hectares, dans le monde poussent em régditerranéenne.

Le bassin méditerranéen reste une zone privilggaéeapport au reste du monde pour la
culture de l'olivier grace a son climat adéquat s&nniveau de la température mais aussi au

niveau de I'hydrométrieGaussorgues, 2009 ; Carrion, edl., 2010).
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Thrguie

Tsraisis

Figure 01 : Répartition géographiqué@eaeuropaed, dans le bassin méditerranéen
(Amouretti et Comet, 2000)

B/Répartition en Algérie :
En Algérie, I'olivier se répartit en trois zonespartantes :

1. La zone de la région ouest, représentant 31 40€@akescrepartis en cing wilayas qui
sont : Tlemcen, Ain-Temouchent, Mascara, Sidi Bebdés et Relizane.

2. Lazone de la région centrale, de loin la plus irtgte, elle couvre une superficie de
110 200 Hectare, repartis en : Ain Defla, BlidauBerdes, TiziOuzou, Bejaia,
Bouira.

3. Lazone de la région Est, représentant 49 900 Hes;tast repartis en : Jijel, Skikda,
Mila et Guelma.

D’apresKhoumeri, 2009), la majorité des surfaces oléicoles se localidans les montagnes
et les collines, recouvrant une surface d’envirds Q00 hectare@zigure 02).

H Béjaia
M Bouira
30,80% m Tizi-Ouzou
Jijel
Sétif
7,20%
6,10% B.B.Arréridj
Autre

Figure 02 : Répartition de l'olivier sauvage en Algérie selea kones les plus importantes.
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[.5.Morphologie et Description botanique Oleaeuropaeasubspsylvestris:

I.5.1. Morphologie et situation botanique de l'oliver :

Dans le bassin méditerranéen, ["olivier se répartiten deux
groupesOleaeuropaeasubspsylvestris, la variété sauvage (Oléastre) et

Oleaeuropaeasubspsativa, la variété cultivée.

Loléastreest un arbuste buissonnant de 6 m de haut maxirmum, troc lisse, gris,
des branches régulieres et des feuilles petitegalmeaux sont épineux, les feuilles sont plus
courtes et plus raides que celles de l'olivierigalt les fleurs sont blanc jaunatre et petites.
Les fruits n'ont pas les qualités de lolivier ¢ud, ils sont moins charnus et fournissent

moins d’huile Jean Paquereau, 2013)

(Polese,2007)apporte que les variétés actuelles d'oliviers &sues de cet olivier sauvage,

a force de soin et de sélection

L oléastre se reproduit par graine, l'olivier cudtj quant a lui, a besoin d"étre greffé pour
retrouver les vertus de I"arbre dont il est igdundré Berville,2012).

Figure 03 : Aspect buissonnant de I'Oléastre de la région cc@Wli.
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1.5.2.Description des feuilles de I'olivier :

SeloQuezel et Santa ,(1962), Bruneton, (1998)Hannachi etal., (2008, les

feuilles de I'oléastre sont courtes, de largeur emoye,d’environ 4-10 cm et de 1-3cm de
largeur, ovales ou ovales lancéolées ; la faceiafie est pubescente le long des nervures de

couleur blanc argent®) et la face supérieure verte foncée luisante & (B).(Figure 04)

L’olivier est un arbre toujours vert ses feuillems inodores, ameres et acerbes, elles vivent
en moyenne trois ans puis jaunissent et tombentipalement en ét@-B Mouret,
1783,(Molina alcaide etal., 2008)

D’apréBoudhrioua etal.,(2008) la production des feuilles est estimée a 25
kilogramme par olivier.En cas de sécheresse, leliefe sont capables de perdre jusqu'a 60 %
de leur eau, de réduire fortement la photosyntbéde fermer les stomates permettant les
eéchanges gazeux, pour réduire les pertes en e&vaaotranspiration, permettant ainsi la
survie de l'arbre. C'est grace a sa feuille quieito peut survivre en milieu aride. Quand il

pleut, les cellules foliaires s'allongent pour ergasaner I'eau.
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Figure 04 : Forme lancéolée des feuilles de I'olivier sauvagéadrégion d’Ouled Ali.
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[.6. Utilisation traditionnelle:

A I"époque de la Gréce antique, on employait ledlés pour désinfecter les blessures

cutanées.

Les Anciens leur attribuaient des vertus antisepeticet la propriété de combattre toutes sortes
d’infections. Médecin, pharmacologue et botanisez grecommandait la feuille astringente

en décoction contre les dents cariées pour les famber(Ventoso L, 2013)

Au cours du dix-neuvieme siecle les anglais y avaiecours pour traiter les maladies

tropicales, telle la malarig.ee etal., 2008)
[.7. Composition chimique :

Les feuilles fraiches de l'olivier sont @atérisées par une matiére seche aux alentours de
50%.

D’apred{iefzaoui, 1995)la composition chimique des feuillesvarie en fmrcde
nombreux facteurs : variété, conditions climatiquesiode de prélevement, age des

plantations.

Des études ont été faites p@ogdhrioua etal.,2009); (Erbay et Icier ,2009) ;(Garcia-

Gomez etal.,2003),sur la composition chimique des feuilles de I'aiviTableau II)
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Tableau Il : Composition chimique globale des feuilles de I'enexprimé en g par 100 g)

selon plusieurs auteurs.

Boudhrioua etal., Erbay et Icier, Garcia-Gomez
2009 2009 etal., 2003

Eau 46,2-49,7 49,8 Nd
Protéine 5,0-7,6 54 Nd
Lipides 1,0-1,3 6 6,2

Minéraux 2,8-44 3,6 26,6
Carbohydrates 37,1-42,5 27,5 Nd
Fibres brutes Nd 7,0 Nd
Cellulose Nd Nd 19,3
Hémicellulose Nd Nd 25,4
Lignine Nd Nd 30,4
Polyphénols totaux 1,3-2,3 Nd Nd

a : correspond aux valeurs exprimées par rapportreakse fraiche des feuilles d’olivier.
b :correspond aux valeurs exprimées par rapport aatsenseche des feuilles

d’olivier.nd :valeur non déterminée.
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[1.1. Introduction :

Les végétaux ont la particularité de sgtifer un grand nombre de substances
chimiques appelées métabolites secondaires. Cedbaliéts sont des molécules nécessaires a
la défense de la plante contre les agressions&xtes.

Les métabolites secondaires présentemtgmende variété structurale, plus de 200 000

structures définie@Hartmann, 2007).

Ces dernieres années ils se sont largeitiestrés dans le domaine thérapeutique.
(Anderson et Markham., 2006)

Les composés phénoligues ou polyphéno®) @ont des produits du métabolisme
secondaire des plantes. Ils regroupent un vastneie de plus de 8 000 molécules divisées
en plusieurs classes chimiques, qui présententudnousoint en commun : la présence d’au
moins un cycle aromatique de six carbones danss Istructures lui-méme portant de

nombreuses fonctions hydroxyles QHennebelle etal., 2004)

Les cycles aromatiques sont issus de dearxdes voies métaboliques de synthese : la

voie du shikimate et celle de I'acétédBruneton,1999).

D’apréBouaziz etl,(2005), les fruits de I'olivier est leurs dérivés (feedl, tiges)
représentent une source connue de plusieurs comtpasaturel d’une bio activité importante

tel que les antioxydants comme I'oleuropeine, l@gonoides et les acides phénoliques.

Les composées phénoliques présents dans les $edild’'oléastre posseédent une activité
biologique tres importante liée essentiellemerdudt pouvoir anti oxydar(Sarni-Manchado
etal., 2006).

Poulisioli et al,(2002),I'activité antioxydante de ces polyphénols est nexe et
pourrait expliquer leur role dans la préventiomtiesieurs maladies associées au stress
oxydatif tel queles cancers, et les maladies cagdiculaires, mais aussi comme agent anti-

inflammatoire, anti viral, anti microbien.
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II.2. Classification des composés bioactifs

Les polyphénols présents dans les feulll@éeaeuropaegeuvent se diviser en deux

grands groupes :

» Les composés non flavonoide comportant : les agidéroliques, les sécoiridoides,
les coumarines.

* Les composés flavonoides comportant : les flavaasikks tanins, les anthocyanes.

I1.2.1.Les composés non flavonoides
11.2.1.1.Les acides phénoliques

Ce sont des composés rencontrés universellementied plantes, ils se distinguent

en(Figure 05).

» Les acides hydroxybenzoiques : I'acide salicyligtiBacide gallique.

» Les acides hydroxycinnamiques : I'acide féruliqiagide caféique et I'acide

coumarique.
Acides hydroxybenzoiques C6-C1 Acides hydroxycinnamicues C6-C3
COaH
.-"'Ff"
COgH
Ry
Ry
Rz Ra
Rz
Ra R1=R2=H Acide cinnamigue (non
R1=R2=R4=H, R3=0H Acide p-
pheénoligue)

hydroxybenzoique

| Acide p-coumarigque
R1=H, R2=R3= R4=0H Acide gallique

R1=R2=0H Acide caféique
R1=0H, R2=R3= R4=H Acide salicylique

R1=0CH3, R2=0H Acide férulique

Figure 05: Structures des acides phénoliques.
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[1.2.1.2.Les sécoiridoides :

Isolée en 1908, par Bourquelot et Vintiledleuropeine est le sécoiridoides
majoritaire des feuilles d'olivier, représentantég600 mg par g du poids sec et responsable de
I'amertume typique et I'arome piquante associéedives et aux feuilles.

PourBruneton, (1999) C’est un hétéroside sécoiridoides dérivé deoidss.(Figure 06)

Figure 06: Structure chimique de I'oleuropeine.

[1.2.1.3.Les coumarines :

lIs ont été isolés pour la premiére fois par Vogel 1820 dans |€oumarounaodorata
Aujourd’hui, prés de 1000 composés coumariniqued solés dans plus de 800 espéces de

plantes et dans les microorganismes

SelonBoubekri, (2014) les coumarines sont des composés phénoliquesé&yajui
dérivent des acidescinnamique ep-coumarique pour la majorité d’entre eux. Leur e

est donnée dans figure 07.

lIs ont des effets différents sur le dépgpement des plantes suivant leur concentration
mais aussi suivant I'espece. Dans la cellule, lasmarines sont principalement présentes
sous forme glycosylée. Cette glycosylation seraé forme de stockage permettant d'éviter

les effets toxiques des coumarines sur la cellule eroissancéHoffmann, 2003)

12
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R4
IS R,=H Umbelliférol
R,=0H Aescultol
R,=0OCH; Scopolétol
HO O 8]

Figure 07 : Structures chimiques des coumarines

[1.2.2.Les composés flavonoique :
[I.2.2.1.Les flavonoides :

L’expression flavonoide a été introduite en 1952 @aissman et Hinreiner pour designer les
pigments ayant un squelettes{Cs-Cs) (Figure 08) provenant du mot latin flavus qui signifie
jaune Bouakaz, 2006)

Les flavonoides constituent un groupe de plus d® @@mposés naturels. lls constituent les
pigments responsables des colorations jaune, arehgeuge de différents organes végétaux
(Ghedira, 2008)

D’aprés les tests in vitro, ils exercent défgets antioxydants jusqu'a 2.5 fois plus que la
vitamine C et EBenavente-Garcia etl., 2000.

- o g
7 \ 2
{-1 |4I
&) 3
= 1 6 5

Figure 08: Structure de base des flavonoides
[I.2.2.2.Les anthocyanes

Les anthocyanes sont issus de I'hydrolyse des eydinidines (flavones), qui donnent aux

fleurs et aux fruits leurs teintes bleues, rougaspourprgMazza et Miniati, 1993).

La structure des anthocyanes est illustrée stiglae 09

13
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HO

Figure 09 Structure de base des anthocyanes.
[I.2.3.Les tanins

Les tanins sont des substances poly phénoligussulgures variées, ayant en commun la
propriété de tanner la peau, c’est-a-dire de remajpeitrescible. Ces substances ont en effet la

propriété de se combiner aux protéines, ce quigxplleur pouvoir tannant.

SelorPaolini etal, (2003),il existe deux catégories de tanin d’origine bidbgtique

différentes :

e Les tanins hydrolysables

* Les tanins condensés.

Bruneton, (1999)a défini les tanins hydrolysables comme des edteses et d’acides

phénoliques.

Guignard, (1996 définiles tanins condensés comme des polyméresrfbliques,
constitués d’'unités de flavan-3-ols liées entresefiar des liaisons carbones-carbones le plus

souvent, tel la catéchine.

14
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Tanins hydrolysables Tanins condensés

Figure 10: Structure de base des tanins.

11.3. Propriétés thérapeutiques des composeés biodfct’ Oleaeuropaeasubspsylvestris

De nos jours, les propriétés des polgplgsont largement étudiées dans le domaine
meédical et biotechnologique ou on leur reconnadtatgivités antivirales, anti tumorales, anti

inflammatoires, antiallergiques, anticancéreusesginicrobienneqTableau 03)

[1.3.1. Activité hypotensive :

L'effet hypotenseur de I'extrait aqueuxsdieuilles d'olivier est du aux composés
bioactifs via une action plasmolytique qui agitediement sur le muscle lisse. Il permet la
dilatation des vaisseaux sanguins, des artériotedes coronaires, tout en calmant la
fréquence cardiaque, et entraine donc une diminutde la tension artérielle.

(www.mdidea.com)

Les études cliniques récenteskedira et al., (2008) ont montrées qu’une dose de
500mg de l'extraits des feuilles d'olivier, deuxisgar jours, peut remplacer une dose de
12.5-25mg en CAPTOPRIL, dans l'abaissement desidemsartérielles systoliques et

diastoliques chez les patients hypertendus.
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11.3.2. Activité hypoglycémiante :

Une étude dél-Azzawie etal.,(2006)sur les extraits aqueux des feuilles a montré gue-c

ci permettait de diminuer la glycémie selon deuxamésmes :

* Amélioration de la libération de l'insuline décléxde par le pic de glucose sanguin
lors des repas ainsi permettre une meilleure abearpellulaire du glucose.
» Provocation de l'augmentation de l'utilisation ip&érique du glucose, ce qui va

entrainer une seconde diminution de la glycémie.
Ces deux mécanismes rappellent ceux provoqués paitement DNID(Avenard., 2008)

L’administration a un diabétique d'un extrait demuifles d'olivier riche en oleuropeine

(8mg/kg) pendant 4 semaines, montre une dimingigmnificative du glucose.
11.3.3. Action contre I'athérosclérose:

L’athérosclérose se traduit par la perte de l'é@dsét des artéres, provoquée par
'accumulation de corps gras essentiellement lewuaigucholestérol LDL au niveau de la

tunique interne (intima) des artéres.

Ce dépo6t (Athérome) peut aller de la simple plagtietcissant la lumiére artérielle (sténose)

jusqu'a l'oblitération du vaisseau (Thrombosey(v.vasculaire.comn)

Un des facteurs déclencheurs de cette pathologi®erses des LDL et de leur oxydation au

niveau de I'intima des arteres.

Les extraits des feuilles exercent letetedntioxydant vis-a-vis de I'oxydation des LDL
qui sont a l'origine de l'altération des tissus audaire au niveau des arteréBenavente-
Garcia etal., 2000)

Leur consommation se traduit par une augatien transitoire de la capacité
antioxydante du plasma dans les heures qui sulgemipas. Parvenus au niveau des arteres,
ils préviennent l'oxydation des lipoprotéines debla densité (LDL). En inhibant leur
oxydation, ils limitent leur incrustation dans learois artérielles ainsi prévenir le processus

physiopathologique de I'athérosclérose.
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D’apresScalbert etal.,(2005),ils agissent aussi en inhibant I'agrégation plaigiret

impliquée dans le phénoméne de thrombose qui pagiuire & I'occlusion des artéres.

11.3.4. Action antiallergique :

Ces effets sont attribués a I'influence des polyihgsur la production de I'histamine.

En effet, les flavonoides inhibent les enzymesedefue I'AMP cyclique phosphodiesterase
et 'ATP ase, responsables de la libération destdmine a partir des mastocytes et des
basophilegDi Carlo et al., 1999)

[1.3.5. Effet anti ulcéreux

Dans des expériences réalisées sur des ratstél @ééontré certain composés phénoliques
jouent un réle important dans la réduction de Buécet la protection des cellulesgastriques.
(Di Carlo et al., 1999)

[1.3.6. Activité anticancéreuse

L’activité anticancéreuse est attribuée a :
» la capacité d’'inactiver le t-PA (tissue-type plasagenactivator) en greffant a celui-ci
la laminine, une molécule de la matrice extracaitel qui joue un réle important

durant la mort cellulair@iantelliet al., 1996)

e L’inhibition de la croissance cellulaire en empéthaertaines phases du cycle
cellulaire et en blogquant les sites récepteurshtemones. Egalement par d’autres
mécanismes, a savoir :

v la stabilisation du collagéne. En effet, la cateehaugmente la résistance du
collagéne et inhibe l'activité de la collagénasegignaussi, la réduction
desradicaux libresHarvey etal., 1987)
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[1.3.8. Effet antimicrobien :

Les effets antimicrobiens des phénols issus de&pl’huile d’olive et les feuilles del’olivier

ont été le sujet de différentes recherches quiicoaht leur effet antimicrobien.

Il a été établi que I'oleuropeine, une des classespales de polyphénols contenues dans les
feuilles,empéche ou retarde le taux de croissarioeedgamme de bactéries et de

microchampignons.

L’'oleuropeine et les produits de son hydrolyse smagables d’'inhiber le développement et
production de I'enterotoxine B par Staphylococauseus le développement deSalmonella
enteritidis des spores de BacillegreugBisignano etal,.1999),de Klebsiellpneumoniaget
Escherichiacoli(Aziz etal,.1998).

Egalement actif dans la régulation de la flore ims¢ par la réduction sélective de

Helicobactepylori et Campylobactgjuni. (Sujna etal.,2009)
11.3.9.Effet antioxydant :

Les antioxydants présents dans les feuilles d@ligiont habiles a piéger les radicaux libres

ainsi, d'inhiber le processus d'oxydation

Les plus actives flavonoides (rutine, catéchineitépline) exercent, d'apres les tests in vitro,
des effets antioxydants jusqu'a 2,5 fois plus gueitamine C et E et sont comparable au

lycopéne(Garcia etal., 2000)

Mais le plus important c'est que I'effet antioxydaroduit par les extraits de feuilles d'olivier
est plus important grace a la synergie des flawiesyides phénols et de la richesse en
oleuropeine(Rauwald etal., 1994)

Nombreux sont les auteurs qui ont travaillé sur desnposés phénoliqgues des feuilles
d’'Oleaeuropaea, nous pouvons citerBruneton.1999; Balasundram et al., 2006 ;
Hennebelle, 2007 ; Lee eal., 2007 ; Habauzit et Horcajada, 2008 ; Bondia-Ponet al.,
2009 ; Gresele e#l., 2011.

Le tableau lll ci-dessous résume l'activité biotpge de quelques composés phénoliques

rencontrés dans les feuilles
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Tableau Ill : Les propriétés thérapeutiques des composes bopotisent dans les feuilles
de I'oléastre.

* Antifongique

Antibactérien

Acides phénolique
* Antioxydant
» Effet stabilisant sur le collagéne.
* Antioxydant.
Tanins « Anti diarrhéique.
- Effet antiseptique.
» Effet vasoconstricteur.
Anthocyanes * Protecteur capillaro veineux.
* Antioxydant.
Coumarines * Anticoagulant.
* Antioxydant.
» Protecteur vasculaire
* Anti cedémateux.
e Anti tumoral.
* Anti carcinogéne.
e Anti inflammatoire.
Flavonoides « Antioxydant.
* Anti allergique.
* Anti ulcéreux
e Anti viral.
e Antimicrobien.
* Hypotenseur.
* Diurétique
Oleuropeine e Anti viral.

+ Antimicrobien.
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La partie expérimentale a été menée au niveaulshrdeire commun de physico-chimie et
de microbiologie du département de Biologie de daufté des sciences Biologiques et

Agronomiques de I'Université Mouloud Mammeri, TRi1zou.
|. Matériel :
l.1. Equipement et réactif chimique :

L’équipement (verrerie, appareillage, matériel dastique et autres) ainsi que les réactifs

chimiques sont donnés danarinexe 01.
1.2. Milieux de culture :
1. Bouillon BHIB :

BrainHeart Infusion Broth, le bouillon a été u#lientant que milieu de revivification pour
toutes les souches bactériennes testées. C'esilien polyvalent adapté a la culture d’'une
grande variété de microorganismes. La croissanog@set en évidence par I'apparition d’'une

turbidité dans le milieu.
La composition du bouillon BHIB est donnée dadshiexe 02.
2. Milieu Mueller Hinton :

Le milieu Mueller a été utilisé vu sa particularitétre un milieu de base non sélectif pour la
culture des bactéries, il est principalement @dispour la réalisation d’antibiogramme

standard.

La composition du milieu Mueller Hinton est donnéans |Annexe 02.

I.3. Matériel Biologique :

Le matériel biologique est constitué de matierecvalg et de souches bactériennes.
1.3.1. Matériel végeétal :

Le matériel végétal utilisé se constitue d’une dgrewbtenu a partir des feuilles de I'oléastre

apres broyage.
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[.3.2. Souches bactériennes testées :

Les souches bactériennes testées sont des soébfrencées du laboratoire de recherche du

département Biologie de I'Université Mouloud Mammeizi-Ouzou.
Les souches testées sont :

» Gram négatives :

Escherichia coli ATCC25922.
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853.
* Gram positives :
Bacillus cereus ATCC10876.
Staphylococcus aureus ATCC43300.
Les caractéristigues des souches sont donnée$ atamesxe 05.

Un test MEVAG, un ensemencement sur milieu KingtAie test oxydase ont été effectués
pour Pseudomonas aer uginosa.

La composition des milieux utilisés est donnée dansnexe 02.
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II. Méthodes :
II.1. Echantillonnage

Les feuilles dOleaeuropaeasubspsylvestrisont été récoltéedurant le mois de Ma sur des
individus localisés dans la région d’Ouled Ali, Boerde. (Figure 11)

altitude - 33 metres
Latitude: "30

Distance au littoral : §.87km

Figure 11 : Localisation géographique du sd’échantillonnage
I1.1.1.processus d’obtention de la poudr :

Récolte et triagepuis nettoyage des feuilles a I'eau dis

!

Séchage, jusqu’a stabilité du poids dans un endéoé et sec a I'abri du sol

Broyage dans un robot (broyeélectrique)

}

Récupération de la poudre par tamisage, avec us tierimm de diamet

La poudre obtenue est stockée dans des bocauxrenaviabri de la lumiere et de 'humidi

a température ambiante.
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II.2. Préparation des extraits bruts :

La préparation des extraits végétaux bruts a ét@ fselon trois types d’extractions

différentes.
[I.2.1.Extraction assistée par ultrasons (EAU):
* Principe:

En milieu liquide, les ondes émissent par I'apparenduisent au phénomeéne de cavitation
(Bulles). Ces bulles microscopiques vont croitresqua devenir instable et imploser,
entrainant des températures et des pressions gle&éecours de l'implosion,un micro jet
dirigé vers le matériel veégétal est créé, causantdestructiondes parois cellulaires de la
matrice végétale et leur contenu peuvent étredibélans le milieu environnar(Pétrier.,
2008)

L'extraction a été réalisée en utilisant un Somioattype BANDELINgectronic Type
RK514.

I1.2.2. Extraction assistée par microonde (EAM) :
* Principe

Le procédé consiste a appliquer des ondes duratdrieacte entre la poudre et le solvant.
Les ondes émissent par I'appareil sont absorbéed'qa présente dans la poudre puis

converti en chaleur.

L’augmentation de la chaleur conduit a la formmatde vapeur qui fractionne le reste des
structures végétales présentent dans la poudiiecet les substances présentes a l'intérieur ;

elles seront récupérées dans le solvant.

L’extraction a été réalisée en utilisant un micd®nde cuisine type Maxi power
MAXMO20C, dimension 262mm(H) x 452mm(W) x 365mm (D)

11.2.3. Extraction Ethanolique (EE) :
* Principe :

L’extraction consiste en la mise en contact du nelt@égétal avec le solvant avec ou sans

agitation, a température ambiante ou a températavée pour une durée déterminée.
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Cette technique est basée sur la solubilité de osgpbioactifs dans un solvant d’extraction
et elle est influencée par une série de factewhant la nature du matériel végétal, la
concentration en solutés de I'échantillon, la retlur solvant, la durée d’extraction etc.

* Mode opératoire :

20gr de poudre dans 200ml solvant sont soumis amagration a température ambiante

pendant 30 minutes :

- Pour I'extraction éthanolique, le solvant utilist Béthanol 70%.

- Pour I'extraction assistée par microonde et ulimatsolvant était de I'eau distillée.

Apres macération, le macérat obtenu pametitm éthanoliques est filtré puis mis dans
une étuve a 40°C.

Les macérat obtenues avec de I'eau distiin subit des traitements différents, 'un
avec microonde et l'autre avec les ultrasons, pan8@min. ils sont filtrés par la suite et mis

dans I'étuve a 40°C pour sécherjusqu'a ce queitks se stabilise.

Les poudres obtenues apres séchage dassfilies trois extractions, constituent I'extrait

brut, elles sont conservées au réfrigérateur addl°abri de la lumiére jusqu'a utilisation.
I1.2.4.Calcul du rendement pour chaque extraction :

Le rendement représente le rapport entre le poédsedtraits secs et le poids du matériel
végetal utilisé. Le résultat de chaque extractieh exprimé en % suivant la formule ci-

dessous :
R(%)= (Ps /Pv). 100

R : rendement des extractions en %.
Ps : poids sec des extraits végétaux en gr.

Pv : poids du matériel végétal en gr.
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I1.3. Etude de I'action antibactérienne
[1.3.1.Préparation des suspensions bactériennes :

Les tests antimicrobiens doivent étre réalisés réirpde souches de 24h soit a la phase
exponentielle de croissance, pour cela une réadicivdes souches est obligatoire sur BHIB

puis laisser incuber pendant 24h a 37°C.

A partir des souches ensemencées dam®uilion BHIB, un repiquage est effectué

sur des boites de pétri contenant du Mueller Himtiois incubées a 37°C pendant 24h.
Les suspensions bactériennes ont épap¥és a partir des pré-cultures.

A l'aide d’'une anse de platine, on prélguelques colonies bien isolées qu’on introduit
dans des tubes contenant 5ml d’eau physiologigirdestApres homogénéisation des tubes
au vortex, la lecture de sa densité optique afé€étece a une longueur d’onde de 620 nm.
La DO de la suspension doit étre compris entre 8t@1, correspondant a une concentration
de 10a 16 UFC/ml.

La suspension est ensuite diluée just@&FC/ml soit au 1/10ce qui correspond a la

concentration finale de la suspension.
11.3.2. Préparation des échantillons :

Pour I'obtention de nos échantillons, s\auons fait varier la solution de solubilisation

pour chaque extrait brut, en utilisant soit ded'eigstillée soit du DMSO a 1%Tableau 1V)

Tableau IV : Préparation des échantillons pour chaque extrait $wlubilisé dans de I'eau
distillée et du DMSO a 1%.

EAU EAM EE
Dilution SM D1 D2 SM D1 D2 SM D1 D2
Volume ~n o n o n o
échantillon (ul) 1000 500 500 1000 500 500 1000 500 500
Concentration

de I'extrait (.5 0.25 0.125 0.5 0.25 0.125 0.5 0.25 0.125
(g/ml)
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[1.3.3. Détermination de I'activité antibactérienne

Ces tests ont été réalisés par la méthode de idifften milieu solideen déterminant les
diameétres des zones d’inhibitions. Ainsi, des disgde 6mm de diamétre découpés dans un
papier Watman n°7, stérilisés et imprégnés degréifites concentrations d’extraits a raison
de 20ul par disque, ont été déposés délicatemdatsarface d’'un milieu préalablement
ensemenceé. Parallelement, dépobt d'un disque Oiatiue, Amoxicilline/Acide
clavulanique (AUG) de 30ug, et d'un disque imprédeé20ul d’ED ou de DMSO (servant

de témoin de négatif).

Supplémentairement a 'AUG, des disques de Péneilc de 10ug ont aussi été testés sur

P.auruginosa.

Les diametres d’inhibition sont mesurésoar des disques apreés une incubation a
I'étuve a 37°C pendant 24h.

[1.3.4. Détermination de la CMI :
« Meéthode de diffusion :

Il s’agit de déterminer les concentragioninimales inhibitrices (CMI). Lors de notre
travail, nous avons déterminé la CMI pour les atdrqui ont présentés la meilleure activité
antimicrobienne lors des tests préliminaires st@t: extraits obtenus par extraction assistée

par microonde (EAM) et par I'éthanol (EE) vis-&deS.aureus et B.cereus.

La gamme de concentration a été réalgéallant de 0.5g/ml a 0.00098g/ml de
progression géométrique de raison de 2. Les dilstant été réalisées dans de I'eau distillée

stérile, et sont illustrées dans le tableau V comnie

Tableau V: Tableau illustrant les différentes gammes de eotration des extraits bruts.

N° Tubes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
voume de Sy o M M 6 6 M6 6 N»H
I’échantillon 1000 500 500 500 500 500 500 500 500 500

(V)

Concentration

de Pextrait 0.5 0.25 0.125 0.0625 0.03125 0.01563 0.00782 0.00391 0.00196 0.00098
(g/ml)
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Il a était impossible de déterminer IddlGuivant la méthode décrite dans le recueil de
standardisation de I'antibiogramme. C’est pour apl@on a choisi de tester nos différentes
dilutions par la méthode de diffusion sur boiteseanencées de la souche testée, tirée de la
meéthode de I'antibioaromatogrammf\éG de Billerbeck,2007)

La méthode est la méme que celle déaitant dans les tests de lactivité
antibactérienne.Les disques sont déposés a lacsudia milieu gélosé (Mueller Hinton),
préalablement ensemencé avec une suspension bantri{l1® UFC / ml) en phase

exponentielle de croissance.

A partir des disques, les extraits diffusent dangélose, leurs concentrations étant d’autant
plus faible qu'on s’éloigne du disque 01 (gradidatconcentration). Les boites de Pétri sont
incubation pendant 24h a 37 °C.

La zone d’inhibition correspondant a lkarrdere dilution a laquelle une croissance
bactérienne a été constatée représente la dildadiextraitdont la concentration correspond

a la concentration minimale inhibitrice (CMI).
Il.4.Dosage des polyphénols :

En se basant sur les résultats des diametres gdné&éles tests de I'activité antibactérienne,
nous nous somme intéressé a quantifier les ploygddotaux contenus dans les deux extrait

a savoir I'extrait obtenu par EE et par EAM.

Le dosage des polyphénols totaux a été effectudlesudeux entraits bruts obtenus par
extraction assistée par microonde et par solvatha@l) suivant la méthode de Folin-

Ciocalteu.

Le dosage des polyphénols totaux par la méthotieamt le réactif de Folin-Ciocalteu a été

décrit en 1965 paBingleton et Rossi.
* Principe :

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de caujaune constitué par un mélange d'acide
phosphotungstique @RW;,040) et d'acide phosphomolybdique sfMo01,040). Il est réduit,
lors de 'oxydation des phénols, en un mélangeydes bleus de tungstene et de molybdéne
(Ribereau, 1968)
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La coloration produite, dont ['absorption maxim@m765 nm, est proportionnelle a la

guantité de polyphénols présents dans les extrégstau Ghazi et Sahraoui, 2008)

* Mode opératoire :

Une quantité de 200ul des deux extraits est méaagéec 1ml du réactif de Folin-Ciocalteu
fraichement préparé (dilué au dixieme) et 800ukcadonate de sodium a 7.5% (R&s).

L’ensemble est incubé a température ambiante peR2tafBelekki et Bendimerad., 2001).

La lecture est effectuée contre un blanc a I'aide dpectrophotomeétre a 765nm.Les résultats

sont exprimés en mg équivalent d’acide galliguegpamme de matiére végétale séc
[1.5. Analysestatistique :

Les courbes et les histogrammes sont tracés paosdift Excel 2007,les résultats des tests
effectués sont exprimés en moyenne =* I'écart typagQe expérience a été faite avec des

répétitions, 3 répétitions pour chague essai.

Les significations statistiques entre les solvautifisées, les souches testées et les types
d’extraction, ont été évaluées avec une ANOVA dhisant lelogiciel STATBOX afin de

déterminer d’éventuelle différences significatiaés< 0,05.

L’analyse de la variance ANOVA a pour objectif didter I'influence d’un ou de plusieurs
facteurs sur une variable. Le facteur de variabteegprimé par la p value et comparé a une

valeur seuil de 0.05.
»= Si0.01<x0.05 il ya une différence significative au seuil5dé

= Si0.001<g0.01 il ya une différence hautement significativesauil de 1%
= Sip<0.001 il ya une différence trés hautement sigaifie au seuil de 1%
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l.  Analyse quantitative des extraits :

[.1. Calcul du taux d’extraction :

Le taux d’extraction ou le rendement dié&rents extraits obtenus est définit comme
étant le rapport entre la masse des extraits brid#sat sec et celle de la matiére végétale

utilisée, il est calculé comme suit d’apf@gahaset al, (1988)

R(%)= (Ps /Pv). 100

R : rendement des extractions en %.
Ps : poids sec des extraits végétaux en gr.
Pv : poids du matériel végétal en gr.

Pour chaque échantillon, nous avons t&aleypoids final des extraits récupérés apres
évaporation, les résultats obtenus sont illusteés de tableau VI et la Figure 12.

Tableau VI : Tableau récapitulatif regroupant le rendemetiaspect organoleptiques des
différents extraits.

Matériel végétal Extraction Aspect Couleur Rendement
Feuilles d'Olea Solvant (Ethanol) Poudreux Verte 11.30%
europaeae Microonde Pateux/visqueux Miel /Marron 16.70%
subsp sylvestris Ultrasons Pateux/visqueu> Marron/Acajou 9.83%
16,70%
11,30%
9,83%
- . mRendement.
ASE MAE SAE

Figure 12 Histogramme rendement des différentes extractions
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Les résultats obtenus montrent que parmtrois méthodes d’extractio, I'extraction
au microonde représte le rendement le plus élevé avec un taux deereadt de 16.70%,
suivi par I'extractionéthanoliqueavec 1130%, puis par I'extraction aux ultrasons a9.8%

de taux de rendement.

Il est difficile de comparer les résultats avecxcele la bibliographie, le rendeme
n’'est que relatif et dépend de la méthode et dadittons dans lesquelles I'extrion a été
effectuée. La méthode d’extraction affecte égalénteuat le contenu totaen phénols et
flavonddes et I'activité antioxydant(Lee etal., 2003)

La méthode d’extraction la plus utilisée pour lesnposés phénoliques est celle
I'extraction solideliquide basée sur la séparation des substanceolpnés du reste de
composants. La solubilité des composés phénoligsiebée au volume et au type de sol
(Naczk et Shahidi., 2006)

Cette méthode d’extraction menée a températureamteoiet sous agitation conten
permet d’extraire le maximum des composants bifsaeti de prévenir leur dénaturation
modification probable, dont la température élevéaveque l'inactivation des corosés
phénoliques, la diminution de leur rétractibilitéand le solvant, aussi affecte I

guantification(Hagermann etal., 2000)

Par ailleurson constate que la couleur est affectée paoleédé d’extraction. es
extraits bruts obtenus saie différentes couleuren fonction des méthodes d’extract

appliguées(Figure 13)

Figure 13: Extraits bruts obtenus apres extractA : extrait obtenu par extraction assis
par microonde B : extrait obtenu par extraction assistée par utr ; C : extrait obtenu
apres extraction par éthanol.
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En effet, la poudre verte foncée obteaqres évaporation de I'éthanol contient
différents composants chimiques, notamment la oploylle qui est une molécule soluble
dans les solvants organique d’ou la couleur vestiaghoudre.

La couleur des extraits obtenus par I'extracticsisiée par microonde et par les ultrasons vire

vers le marron.

Cette couleur est similaire a celle obeepaDahmoun etal., (2014) lors d’'une étude
portant sur la comparaison entre I'extraction &8sipar microonde, ultrasons et solvant
accelére pour la récupération des polyphénols elesgs deCitrus sinensisSelon cet auteur,
la couleur marron est due a la dégradation des aséspchromogénes provoquée par les

traitements a haute température.

Il a été démontré que pour I'extracti@m f@s solvants a température élevée permettait
d’obtenir des rendements plus élevés en extraits gee lorsqu’ils sont obtenu a température
ambiante(Majhenic et al., 2007).

Dans une autre étude réaliséeAthamena etal., (2010) les résultats ont prouvé que
I'éthanol était le meilleur solvant pour extraiee tomposés phénoliques, suivi du méthanol et
finalement par de I'eau, en raison de leur polaitde leur bonne solubilité pour ces

composégMohsen et Ammar, 2009)
|.2. Détermination de la teneur en polyphénols totax :

Les résultats obtenus pour le dosag@dgphénols sont exprimés en milligramme
équivalent d’acide gallique par gramme de matiéohs (mg EAG/ g de MS). La courbe

étalon de I'acide gallique est donnée dans I'an@éxe

Les teneurs en polyphénols totaux obt@anses deux méthodes d’extraction est de
20.1+0.9mg EAG/g pour I'extraction assistée parrotiende et 20.7+0.5 mg EAG/g pour

I'extraction a I'éthanol.

Nos résultats sont en dessus de ceuxdr@arSalah etal., (2012), qui a travailler
sur I'extraction des feuilles de I'olivier cultiv@ariétéchamlal, le taux de polyphénols était
de 9911.45mg EAG/qg.
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Selon une étude faite Rafiee etal., (2012)sur les extraits d®lea europaeassisté
au micro onde le taux de polyphénols trouvé egtxié47 +0.17mg EAT/g cette valeur
avoisine celle de I'éthanol qui est de 4808 mg EAT/g.

Une légére différence dans le dosagepddgphénols totaux a été trouvée dans les

échantillons des deux extractions.

D’aprés les travaux dezgi, (2012)sur la différence du taux de polyphénols dans les
types d’extraction il en a déduit qu’il n’y a paee grande différence entre I'extraction a
'éthanol et au microonde en terme de contenu ditgre le microonde a diminué de
maniéere significative le temps d’extraction qui @ dle important dans le maintien des

composés phénolique.

Cette légere différence du taux de podypits obtenue par EAM, et EE pourraient
s’expliquer par une différence interspécifique olorsa par la difféerence du procedée

d’extraction et des conditions d’extraction (natdeesolvant, T°..).

Teasiola-Margari et Okogeri., (2001) ont démontré que la concentration des
polyphénols dépend du solvant d’extraction et deldase des polyphénols présents dans le

matériel végétal

En effet I'éthanol aqueux a prouvé sditatité pour extraire les polyphénols simples
(Rayan etal., 2001)grace a sa polarité.

[I.  Analyse qualitative des extraits :

[1.1. Détermination de I'activité antibactérienne :

L’évaluation et I'activité antibactériemdes composés phénoliques des feuill&bed’
europaea subsp sylvestris est déterminée par la méthode de diffusion sursgél

Cette activité se traduit par I'apparitibone zone d’inhibition autour du disque de
papier imprégné des extraits de feuilles. La lecties résultats est faite par une mesure des

diameétres des zones d’inhibition autour de chadggrue a I'aide d’'une regle.

SelorPonse (2003)la sensibilité des bactéries aux extraits végétst définie comme

Suit ;
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@ inferieur & 8 mm : bactéries non sensible (-)
@ compris en entre 8 et 14 mm : bactérie sensile (
@ compris entre 15 et 19 mm : bactérie trés sengibt)

@ supérieur a 20 mm : bactérie extrémement senGibke)
Apres 24 heures d’incubation a 37°C, les zonesiition ont été mesurées.

Les tableaux (VII ; VIII; IX) indiquenés résultats des tests de l'activité
antibactérienne des extraits bruts des feuilld®teier dilués successivement dans du

DMSO 1% et dans de I'eau distillé sur les quatieches testées.

Tableau VIl : Diametres d’inhibition de I'extrait éthanoligsar les quatre souches testées.

Souches E.coli P.aeruginosa B.cereus S.aureus
testées
- D D S D D
Dilutions SM 1 2 M 1 2 SM D1 D2 SM D1 D2
DMSO 0 0 o 0 0 0o 8+1,7 640,57 5+0,5 21,3+0,5 19+2,6 18105
3 7 7 4 7
Sensibilité - - - - - - + + + +++ ++ ++
8+1,1 7,605 7%2,3 21+0,5 20+
ED 0 0 O 0 0O O 5 7 0 21+0,57 - 057
Sensibilité - - - - - - + - - +++ +++ +++

+ les diamétres illustrés dans les tableaux représeles moyennes de trois répétitions pour chadutaah.

Tableau VIII : Diamétres d’'inhibition de I'extrait obtenu pataction assistée par
microonde sur les quatre souches testées.

Souches E.coli P.aeruginosa B.cereus S.aureus
testées
Dilutions SM D1 D2 SM D1 D2 SM D1 D2 SM D1 D2

DMSO 0 0 0 0 0 0 1110 7+2,3 7#1,15 15,6+1,52 12+1,150,97

Sensibilité¢ - - - - - - + - - ++ + +
21_71

ED 0 0 0 0 0 0 11+152 8+1,15 7+1,73 19#1,15 181,55 15
Sensibilité¢ - - - - - - + + - ++ ++ ++
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Tableau IX : Diamétres d’inhibition de I'extrait obtenu pattction assistée pas
ultrasons sur les quatre souches testées.

Souches testées E.coli P.aeruginosa B.cereus S.aureus
Dilutions SM D1 D2 SM D1 D2 SM D1 D2 SM D1 D2
DMSO 0 0 0 0 0 0 8,6+0,57 8+152 O 0 0 0
Sensibilité = = = = = = + + = = - -
ED 0 0 0 0 0 0 7,6x1,54 0 0 0 0 0
Sensibilité - - - - - - - - - - - -

Les zones d’inhibition les plus imporesbnt été obtenues par I'extraction assistée par

microonde et par I'éthanol en utilisant L'ED comswubilisant.

D’apreés les résultats illustrés sur dddaux précédents, on remarque que
P.aeruginosgdGram-) ete.coli (Gram-) sont non sensibles aux extraits compa&aureus
(Gram+) etB.cereugGram+). D’apres ces observations, il semble qgeaxtraits sont plus

efficaces sur les Gram+ que sur les Gram-.

7N 7

L’application de TANOVA a ces donnéegs@éler des résultats qui vont dans le méme
sens de notre interprétation.

Sur la figure (14), représentant I'hiseogme des distributions des diameétres moyens
des zones d’inhibition des quatre souches en fomates solvants et des types d’extraction
Nnous pouvons Voir qgue comparé au DMSO 1%, I'EDlesheilleur solvant solubilisant, et
gue I'extraction éthanolique s’est avérée la pftisace.

Ceci est confirmé par la différence thesitement significative de l'interaction entre
trois facteurs (souches / extractions / solvarff&pleau X) donnée par la valeur de la p-
value qui est égale a 0 au risque de 5%.

Tableau X: Analyse de la variance

SCE DDL CM Test F PROBA CVv
Var Inter .
F1*E2*E3 160.665 24 6.694 12.359 0 15.49%
Var.
Residuelleg 8 144 0.542
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Figure 14: Histogramme des distributions des diamétres meoges zones d’inhibition des

guatre souches en fonction des solvants et des tiprtraction
Effet antibactérien sur les souches :
= Pouvoir antibactérien des antibiotiques utiliséslssi souches testés :

Les diamétres des zones d'inhibitionsenbs par I'extraction assistée par microonde,
ultrasons et par éthanol sont comparé a ceuxnobtpar AUG (Amoxiciline/ Acide

clavulanique) et la Pénicilline G, antibiotiqueglisés comme témoin positif.

Les diametres d’inhibition générés paantibiotique AUG (Amoxiciline/ Acide
clavulanique) étaient de 22 mm de diamétre gaureus 10 mmB.cereus etle 23 mm

pourE.coli.

Aucune zone d’inhibition n'a été obtenwec AUG (Amoxiciline/ Acide

clavulanique), vis-a-vis d.aeruginosagde méme que pour la Pénicilline G.
» Pouvoir antibactérien des extraits vis-a-visRl@eruginosatE.coli:

Les différents extraits a différentesaamtrations n’ont montrés aucune activité

antimicrobienne vis-a-vis de ces deux soucfiegbleau 07 ; 08 ; 09)

L'interprétation des résultats négatifsemus paP.aeruginosat E.coli peuvent étre

interprétés suivant ce qui a été rapporté dantdeature.
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La tolérance des bactéries aux polyplsdépend essentiellement de I'espece

bactérienne et de la structure des polyphé@dimajano et al., 2008)

SelorShan etal, (2007),la membrane des bactéries & Gram positif peutréiversée
facilement par les polyphénols qui peuvent attaindur site d’action. En effet, il a été
déemontré que les polyphénols détruisent la memlpkseique, détériorent la force motrice

des protons et le mouvement des électrons activarisport des contenus cellulaires.

PouiTepe etal., (2004) les bactéries a Gram négatif, sont généralengsigtantes aux
agents antimicrobiens. La réduction de la permi@lgie la membrane externe, entourant la
paroi cellulaire, aux agents antibactériens hydobels par la structure lipopolysaccharidique
peut favoriser la résistance a ces agents. Cetdeffeend de la composition en lipide et de la

charge extérieure nette des membranes microbiennes.

Les résultats obtenus lors des testadivité antibactérienne sont illustrés si dessous
(Tableau XI)
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Tableau XI : Représentation des résultats des tests de It@ctntibactérienne sur
Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli.

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli

4 A : extraits obtenus par ultrasorB ; extraits obtenus par microonde :; extraction
éthanolique T*: AUG/ P ;T": ED.

=  Pouvoir antibactérien des extraits vis-a-visSdaureus

S.aureuss’est montré particulierement sensible a la présees extraits obtenus par

extraction assistée par microonde et par I'éthamet des diametres respectifs de :

15,6 £1,52 mm et de 21,3+0,57 mm pouraeoreentration de 0.5¢g/l. 12+1.15mm et
19+2.64mm pour une concentration de 0.25g/l. 9+@nBY et 18+0.57mm pour une
concentration de 0.125g/I pour les extraits dild&éss du DMSO.

Parallelement, des diamétres de 19+1,1%®tnte 21+0,57mm pour la concentration
0.5g/l. 18+£1.02mm et 21+0.57mm pour la concentra@i®5g/l. 17+1.5 mm et 20+0.57mm

pour la concentration 0.125g/I pour les extraitgéli dans de I'eau distilléFigure 14)
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Tableau XIlI: Représentation des résultats des tests de I'gctiatibactérienne effectués sur
Staphylococcusaureus.

Staphylococcus aureus

—
"

= Pouvoir antibactérien des extraits vis-a-viBdeereus

Tous les extraits se sont révélés acisisi-vis de cette souche avec des degrés
différents.

Les diameétres d’inhibitions induits facereugpar extraction assistée par microonde et
par I'éthanol sont de 11 +1rfm et de 8+1,73 mm pour une concentration de I0ebgle
7+£2.3mm et 6£0.57mm pour une concentration de @.28igde 7+£1.15 mm et 5+£0.57mm

pour une concentration de 0.125g/l pour les estdilués dans du DMSO.

Parallelement, des diamétres de 11+1np2inde 8+1.15mm pour une concentration
de 0.5¢/l et de 8+1.15mm et 7.6£0.57mm pour uneeaination de 0.25¢g/l et de 7£1.73 mm
et 7£2.30mm pour une concentration de 0.125¢g/| periextraits dilués dans de I'eau distillé

Quant a I'extrait obtenu par extractigsistée par ultrasons, il s’est révélé le moins
actif, en effet, seuB.cereuss’est montré sensible vis-a-vis de 'extrait ades zones de
8.6+0.57mm en utilisant le DMSO comme diluant et denes de 7.6+1.54 mm en utilisant

'ED comme solvant(Figure 14).

Le tableau 12 illustre les résultats de I'actiatdibactérienne effectués dacillus cereus.
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Tableau XIII: Représentation des résultats des tests prélirmgaffectués siBacillus
cereus.

Bacillus cereus

Les diameétres obtenus par S.aureus gEaeent de ceux trouvés gajenane etal.
(2012) dans une étude de sur I'activité antibactériedméextrait brut aqueux des feuilles de

I'olivier sur S.aureusont obtenu une zone d’inhibition d’'un diameétrel®33+1.8 mm.

Nos résultats ne concordent pas avec @eblussein etal., (2014)qui a travaillé sur
I'oléastre. Son travail a fait ressortir une absede zones d’'inhibitions avé&cereusen
utilisant I'extrait éthanolique dilué dans du DMS(8.se rapprochent par contre des résultats
retrouvés paMalik (2015).

Les extraits aqueux utilisés par cet@aubmt générés des zones d’inhibitions de
9.86+0.24 mm similaires a celles obtenues avetréietion assisté par microonde et par

I’éthanol.

Les différentes concentrations prépases du DMSO 1%, ont permis d’obtenir des
zones de 9.5mm de diametre p8ucerue.dans I'étude faite paReza K D arsanaki etal.,
(2012) sur lactivité antimicrobienne des extraits aquetdes feuilles dOlea europaea

originaire du nord de I'lran. Ces résultats rej@gnceux qu’'on a obtenus lors de nos tests.

En ce qui concerne les zones d'inhibgiabtenues par EAM, celles-ci présentent un
diametre important. En effet ce type d’extractiohibe les polyphénols oxydase (PPO) et

permet une meilleure action des polyphénols susdeshes.
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Ce ci est expliqué dans les étudesda@ite I'extraction de la catéchine des feuilles de
Camilla sinensigar Seung-Cheol Lee e8l. (2006) ; Sharma Vaishali etal (2004) ; Gulati
Ashu etal.,(2003) et Mi-Ji Kim et al., (2002)

Ces auteur ont montré que le traitementhé par micro-ondes permet d’obtenir une
élévation rapide de la température a lintérieues deuilles et diminuer ou supprimer
l'activité enzymatique des polyphénols oxydasde@p et ce ci tout en limitant les réactions

de dégradation thermiques des catéchines a extraire

lIs ont comparé par la suite ce nouveaegrlé a celui par chauffage conventionnel et
extraction par ultrason. Suite a cela ils ont tadsque I'extraction assistée par micro-onde
est plus rapide (4 min) que le chauffage convengb(45 min) et 'ultrason (90 min).
lls ont conclu a la fin que I'extraction des polgplols du thé vert assistée par micro-ondes

est plus rapide et plus efficace.

Plusieurs facteurs peuvent intervenirsdanvariation de la zone d’inhibition telle que

la quantité et le temps de diffusion de I'extrait.

SelorBenhammou etal, (2008),le diametre des zones d’inhibitions est proportenn

au volume de I'extrait.

Bourdon et Marchal (1973)nt indiqué que le diamétre d’inhibition est im@mtt si
I'extrait est laissé diffuser plus longtemps avardubation. D’apres les mémes auteurs, la
composition du milieu joue un réle important daasliffusion, notamment en ce qui concerne

la teneur en agar.

SelonBaccouri et al., (2007) les facteurs environnementaux, tels que la zone
géographique, la température, le profil varie@mlohgueur du jour, les éléments nutritifs, etc.,
jouent un réle clé dans la composition chimique desaits obtenus a partir des feuilles

d’oliviers.

Ces facteurs influent sur les voies de biosynthidsda plante et par conséquent sur la

proportion relative des principaux composés carestigues.
[1.2. Détermination de la concentration minimale irhibitrice :

D’aprés les résultats obtenus précéderhnmmrs nous sommes intéressés a déterminer

la concentration minimale inhibitrice des extraiiaut de olea europaeasub sylvestris,
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obtenus par extraction assisté pas microonde’éthaiol, sur les deux souches bactériennes:
Staphylococcus aurews Bacillus cereugn milieu solide.
Les différents diametres générés patlédesouches vis-a-vis des variations de

concentration des extraits sont illustrés dan§idgese 15 et 16.
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Figure 15 : Variation des diamétres d’inhibition en fonctionldeoncentration des extraits
vis-a-vis deS.aureus.
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Figure 16 : Variation des diamétres d’inhibition engendrésBPaereusen fonction de la
concentration des extraits.

D’aprés les graphes illustrés dans lemrés (17 ; 18) les diametres des zones
d’inhibitions générés par les deux extraits testéBcereuset Saureusdiminuent jusqu’a ce

gu'’ils s’annulent a certaines concentrations
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Les résultats des deux courbes nougpemhis d’'établir les résultats de la CMI des

extraits bruts indiqués dans les tableaux ci-dessou

Tableau XIV : valeur de la CMI des extraits obtenus par EE AEMis-a-vis de
Staphylococcus aureus.

Cc 500 250 125 62.5 31.25 15.63 7.82 3.91 1.96 0.98

mg/ml
ETH - B . - . - + + + +
M - - - - - - + + + +

+ (-) pas de développement ; (+) développement.

Tableau XV : valeur de la CMI des extraits obtenus par EFARE vis-a-visBacillus
cereus.

Cc 500 250 125 62.5 31.25 15.63 7.82 3.91 1.96 0.98

mg/ml
ETH - - - . - + + + + +
M - - - - + + + + + +

D’apreés les résultats illustrés dandadédeaux (XIV ; XV), nous pouvons constater que
les concentrations minimales inhibitrices enregesr pour l'extrait éthanoliqueis-a-vis
Staphylococcus auretet Bacillus cereusont respectivement de 15.63 mg/nil"@®ilution)
soit 3.12% et de 31.25 mg/mF{BDilution) soit 6.25%.

Alors que celles obtenues par extracissistée par microonde vis-a-vis des mémes
souches sont respectivement de 15.63 mg/ffif{Blution) soit 3.12% et 62.5 mg/m| {4°
Dilution) soit 12.5%.

L’'absence/ présence de développemera-vis-de chaque concentrations est illustrée

sur le tableau XVI.
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Tableau XVI : lllustration des résultats de la CMI des extraliteaus par EAM et EE vis-a-
vis de S.aureus et B.cereus

B.cereus

S.aureus

+ D4:4°™dilution ;D5 : 5°™dilution ; D6 : 6 “"¢dilution.

En confrontant nos résultats a ceux tésuparMukadderat Gokmen et al., (2015),
lors de leur étude faite sur I'activité antimicrebnes des extrais aqueux des feuill&lea
europaeaNous constatons que les valeurs de nos CMI serieurs a celle trouvées par ces
auteurs, dont les CMI obtenues étaient de I'ordrés4mg/ml pouB.cereuset de 32mg/ml

pourS.aureus.
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Sudjana et al., (2009pnt testé un extrait aqueux de feuilles d’olidgentre 122
especes microbiennes .ils ont constaté que sat affimicrobien trop restreint, car parmi
'ensemble des microorganismes testés, €amhpylobacter jejunj Helicobacter pyloriet
S.aureugprésentent une certaine sensibilité envers cediext

Les valeurs des CMI retrouvées étaientprises entre 0.31-0.78% pour ces trois
souches cependant pour le reste des microorganiemtes autré® aeruginosa, B.cereus,
elles étaient comprises entre 6.25 et 50%.
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Conclusion

Dans le présent travail, nous nous sommes int&regsd&ffet antibactérien des différents

extraits bruts dDlea europaea sylvestris.

Notre étude s’est focalisée sur I'analggalitative et quantitative de nos extraits bruts,
I'évaluation du contenu des polyphénols totaux ppectrophotométrie et de l'activité

antibactérienne des extraits de cette OléacéR.aenuginosa, B.cereus, Saureus, E.coli

by

L’extraction a partir de poudre de fezsllde l'oléastre par différentes techniques a
donné différents rendement. Les résultats obterargnm que I'extrait obtenu par extraction
assistée par microonde a présenté le meilleur meedie (16.70%), tandis que I'extrait
éthanolique a donné (11.30%) suivit de I'extrditemu par extraction assistée par ultrasons
(9.83%).

L’analyse guantitative des extraits, a trditors du dosage des polyphénols totaux que
I'extrait obtenu par extraction éthanolique s’edvéalé plus riche20.7+0.5 mg EAG/g que

I'extrait obtenu par extraction assistée par miode20.1+0.9mg EAG/g.

Selon les résultats obtenus, sur les smudhstées, nous avons remarqué que nos
différents extrait brut des feuilles @e sylvesris semble avoir des propriétés
antimicrobiennes vis-a-vis des deux Gram positistés B.cereus et deS.aureus.

Les tests effectués ont donné des rdsufiasitifs avec un diameétre d’inhibition
atteignant les 22 mm pourgBreus.

Une CMI de l'ordre de 15.63mg/ml et de2&Llmg/ml a été obtenue pour I'extrait

éthanolique vis-a-vis de &ireus et de Bcereus.

Pour les extraits obtenus par EAM, elégéade I'ordre de 15.63 mg/ml poua&.eus et

de 62.5mg/ml pour Bereus.

Vu les résultats obtenus, il serait forttéressent d’approfondir ces études et

d’envisager :
Une Optimisation des différentes extractions ;
Une Evaluation de l'activité antioxydants et précies molécules responsables ;

Approfondir I'étude phytochimiques afin de détereriqualitativement et quantitativement

les molécules biactives présentes ;
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Conclusion

Elargir I'étude de l'activité antimicrobienne su@utres souches bactériennes pathogenes et

d’autre microorganismes notamment les champignbles @arasites ;

Et enfin, évaluer d’autres activités comme : aatidtiques, anticancéreuses .... Et autres ;
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Annexes



Annexe 01 : Matériel et réactif chimiques.

* Matériel
Matériels en
Verrerie plastique Autres Appareillage

Entonnoir Ependorfs Fibre de verre. Balance.

Pipettes Pasteur. Embouts. Pinces. Agitateur.

Tubes a essai. Tube a hémolyse. | Micropipettes. Bain marie.

Fioles. Cuve de Anses. Autoclave.

Becher. spectrophotometre. | Seringues. Spectrophotometre.

Erlennmeyer. Etuve
Microonde.
Sonicateur.

e Réactifs chimiques

Ethanol.

Carbonate de sodium.

Folin Ciocalteu.
Acide gallique.
DMSO.

Violet de gentiane.

Lugol.
Fushine




Annexe 02 : Composition des milieux de cultures.

Gélose Muller Hinton

Infusion de viande bovine 39
Hydrolysat acide de caséine 17.5¢g
Amidon soluble 1.59
Agar 15.0g
Eau distillée 1000ml
Gélose King A
Peptone bactériologique « A » 20g
Glycerol 10g
K.SO, 10g
MgCl, 1.49
Agar purifié 12¢g
Eau distillée 1000ml
BHIB
Extrait caeur-cervelle 17.5¢9
Peptone pancréatigue de gélatine 10.0g
Chlorure de sodium 05.0g
Phosphate di sodique 02.5¢g
Glucose 0.2.0g
Eau distillée 1000ml
Milieu Mevag
Dihydrogénophosphate d’ammonium 01.0g
Chlorure de potassium 0.20g
Sulfate de magnésium 0.20g
Extrait de levure 01.0g
Glucose 10.0g
Agar 03.2g
Solution de pourpre de bromocrésol 7.5ml
Eau distillée 1000ml
Eau physiologique
NacCl 09.00g
Eau distillée 1000ml




Annexe 03 : Schéma illustrant les étapes d’obtentiodes extraits brut

Poudre de feuilles obtenue
apres broyage et séchage

Bac a ultrasons Macération a T™° Microonde
pendant 30min ambiante dans de pendant 30 min
I'éthanol pendant 30
min

Filtration avec de
» |afibre de verre

Séchage a I'étuve
a40°C

Récupération de la
poudre




Annexe 04 : Photos illustratives des résultats déssts de caractérisation
chimiques apres manipulation.

195 E TR
PP

Figure A : Couleur des différents extraits brut abstenus atitéson. (a) Apres extraction
assistée par ultrasonéb) Apres extraction par I'éthano(c) Apres extraction assistée par
microonde.

Figure B : Extraits éthanoliques servant a la détamination de CMI.

Figure C : Extraits microonde servants é la déternmation de la CMI.



Figure D : Résultats des tests de dosage des polgpbls.
(a) Extraits microonde ; (b) Extraits éthanoliques.



Annexe 05 : Caractéristiques des souches testées.
= Escherichiacoli ATCC 25922 :

Bacille & Gram négatif apparentant a la famille Eeserobactériaceae, hdte normale du tube
digestif de ’'homme et des animaux.

Cette souche est responsable des infections w@maepticémie, méningite du nourrisson, de
plaies opératoires et de gastro-entérites.

= Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 :

P. aeruginosa est une espece bactérienne ubiquitaire. Elle Mtat saprophyte dans I'eau et
les sols humides. Elle vit également a I'état consakdans lintestin de I'nomme et des
animaux.

P. aeruginosa constitue une cause majeure d'infections nosocemiélle colonise souvent le
tube digestif humain, et engendre des infectigimgires, oculaires ou pulmonaires et infecte
des plaies profondes en entrainant un choc septique

= Staphylococcus aureus ATCC 43300 :

Saphylococcus aureus appartient a la famille dedicrococcaceae. C'est un cocci a Gratrde
0,5 a 1 mm de diametre, non sporulé, ubiquitaiésgente dans tous les milieux naturels (air,
poussiere, sol, eau, égouts, vétements) mais égatarhez les animaux et chez les hommes.

La présence d& aureus dans les aliments constitue un risque pour la damtéaine parce
gue certaines souches sont capables de produirenti®toxines, dont l'ingestion provoque
une intoxication. Les entérotoxines agissent aeanivdes nerfs du tube digestif qui stimulent
le centre des vomissements; douleurs abdominabeshées; crampes.

= Bacilluscereus ATCC 10876 :

Bacilles Gram, a spore terminale, sub terminale ou centrale, &@pant a la famille des
Bacillaceae, ce sont des aéro-anaérobies facultatifs ou paatmisbies stricts.

Les colonies ont un diametre compris entre 2 etry, elles sont soit circulaires soit de forme
irreguliere avec des bords ondulés ou filamentkuwx,aspect est crémeux lisse, mat ou
granuleux.

B.cereus est responsable d’intoxications alimentaires quiveat se manifester sous deux
formes :

 La forme émétique, accompagnée de nausées et dessemnents dont la durée
d'incubation est de 1 a 5 heures.

» La forme diarrhéique, accompagnée de douleurs ainddes et d'une diarrhée dont la
durée d'incubation est de 6 a 24 heures.



Annexe 06 : Courbe étalon de I'acide gallique.
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