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Introduction

Depuis l'antiquité, les produits naturels, notamment ceux d'origine végétale on
toujours €té une source importante d'agents thérapeutiques et pharmacologique.
Actuellement, environ 25-30% de tous les médicaments disponibles pour le traitement
des maladies sont dérivés des produits naturels (des plantes, des animaux, des
bactéries et des champignons) ou sont des dérivés de produits naturels. En dépit de
cela, dans les derniéres décennies, principalement en raison de I'avancée de la chimie
de synthese, la recherche sur les produits naturels dans l'industrie pharmaceutique a

connu un lent déclin (Boldi. 2004).

Toutefois, des données récentes de l'industrie pharmaceutique montrent que,
pour certaines maladies complexes, les produits naturels représentent toujours une
source extrémement précieuse pour la production de nouvelles entités chimiques, car
ils représentent des structures privilégiées choisies par les mécanismes d'évolution sur
une période de millions d'années (Boldi. 2004).

la résistance des microorganismes aux antibiotiques est un probléme majeur de
la santé publique (Decoussera JW et al., 2010).

En effet, depuis quelques années, un intérét accru s‘est porté sur des molécules
d‘origine végétal ayant montré des propriétés antimicrobiennes.

En Algérie, les plantes ont une importance dans la médecine traditionnelle. Les
remedes utilisant les plantes, sont moins cheres et sans effet indésirables. Dans le
cadre d’attribuer les effets biologiques a I’olivier, la majorité des études sont faites sur
les propriétés pharmacologiques de 1’huile d’olive (Owen et al . ,2000).

Concernant les feuilles, elles font actuellement I’objet de recherches dans le
vaste domaine de la médecine et de la pharmacologie (Chebaibi et al. , 2007).

L’olivier est un arbre légendaire a forte résonnance symbolique qui représente a
la fois, la paix, la longévité et la sagesse. Ayant survécu au poids des siecles grace
aux mythes et croyances qui lui étaient attribués, il a de tout temps été un arbre
privilégié des civilisations méditerranéennes. En effet, plus de 5000 ans en arricre,
I’olivier était déja considéré comme une importante source d’alimentation (Polese,
2009).

Il est trés probablement le tout premier arbre fruitier domestiqué, faisant de lui I'un des
plus anciens produits de 1’agriculture, a la portée tant économique que culturelle (Vossen

2007).
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Cette étude a pour but d'évaluer I’activité antibactérienne des extraits aqueux
issus a partir des feuilles d’Olea europea de la région de Biskra vis-a-vis des sept

souches pathogene.
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Chapitre 1 Généralité sur Olea europea

1.1. Olivier Olea europea

Olivier est un arbre qui donne une véritable marqué végétal a I’échelle des

territoires qui occupe des grandes implications €cologiques, sociales et économiques.

Les paysages de I’olivier sont multiples.la grosseur des troncs, leur espacement,
le port des frondaisons, les superficies mises en culture séche ou irrigué, la saveur des
olives, tout concourt a la diversité avec une méme végétale espace. (Schauenberg et

al., 2013).

L’olivier (Olea europea ) est une espece largement cultivée dans le bassin

méditerranéen depuis la plus haute antiquité (Djnane et al., 2012) .

L’olivier oléastre et 1’olivier cultivé savita releve de la méme espéce Olea
europea. L’oléastre se différencie par son bas buissonnant, ses rameaux épineux, des
feuilles et des fruits petits. On peut en découvrir abandonnés ou retournés a 1’état
sauvage dans les iles de la Méditerranée .1’olivier cultivé se caractérise par ses feuilles
opposées, d’une durée d’existence de 3 années, longue et étroites, a la couleur vert
foncé luisant sur leur dessus couvert d’une cuticule imperméable, au gris argenté mat

pour la face inférieur ou se produit I’évaporation (Patrick.L.2008).

L’olivier a su ainsi adapter aux régions présahariennes, méme s’il supporte mal
les chaleurs excessives qui brulent son feuillage Malgré ses apparences rustiques et
ses besoins modestes, il reste fragile. S’il s’accommode de fiable apport d’eau (la plus
basse pluviométrie acceptée par une espeéce fruiticre et de terre l€égerement salées, il
peut mourir des effets d’une humidité excessive entrainant la pourriture de ses racines

(Patrick.L.2008).

Les recherches réalisées "in vitro" par plusieurs auteurs ont démontré que les
polyphénols sont les principaux composés antimicrobiens des plantes, ayant des
modes d’action divers et des activités inhibitrices et létales vis-a-vis de nombreux

microorganismes. (Djnane et al., 2012).
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ﬁiéure.l. les principales parties d’un olivier (Argenson.1999)

1.2. Description botanique

e Petit arbre émettant de nombreux rejets, au tronc souvent court, trapus et
irrégulier, se divisant en grosses branches tortueuses aux rameaux gris
blanchatre.

e Ecorce verdatre et lisse d’abord, puis gris brun et profondément crevassée.

e Bourgeons petits, grisatres et velus.

e Feuilles persistantes, de 2 a 8 cm, opposées, simples et entiéres, ovales
lancéolées, a pétiole court, a bordure légerement enroulée, vert foncé et
luisantes dessus, blanchatres dessous.

e Fleurs petites, blanches, en petites grappes odorantes a 1’aisselle des feuilles.

e Fruits (olives) verts, virant au violacé, puis noirs a maturité, de tailles et de

forme variables suivant les variétés (Jean-Marie.2010).

L’oléastre (olivier sauvage) est un arbrisseau buissonnant, mais I’arbre cultivé a
un tronc typiquement noueux. Il préfére un climat chaud et tolére les sécheresses
périodiques. Longévif, peut vivre jusqu’a 500ans. , il fut répandu dans toute la

méditerranée. (Carol et al ., 2008).
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1.3. Taxonomie

Olea europea arbre appartient a la famille des Oléacées dans 1’ordre botanique

des Ligustrales qui comprennent prés de30 genre et 500 especes (Patrick.L.2008).

e Embranchement : Phanérogames

e Sous-embranchement : Angiospermes
e C(lasse : Dicotylédones

e Série : Terebinthales

e Ordre : Ligustrales

e Famille : Oleacées

e Genre : Olea

e Espéece : Olea europea

e Sous espece : savita

e Sous espece : Oleaster (Argenson et al., 1999)

1.4. Composition

I1 a été établi que les sécoiridoides (oleuropéine et ses dérivés), une des classes
principales des contenues dans 1’olive, I’huile d’olive et feuilles d’olivier, empéche
ou retarde le taux de croissance d’une gamme de bactéries et de microchampignons
(Bisignano.G et al., 1999) .

1.5. Utilisation

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

levure (Micol.2005).
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Chapitre 2 Composés phénoliques et leurs activités

2.1. Métabolites secondaires

Présents chez toutes les plantes vasculaires (Lebham, 2005), n’exercent pas de
fonction directe au niveau des activités fondamentales de 1’organisme végétal
(Guignard, 2001).

appartiennent a des groupes chimiques variés (alcaloides, terpeénes, composés
phénoliques...) qui sont trés inégalement repartis chez les végétaux mais dont le
nivaux d’accumulation peut quelque fois atteindre des valeurs ¢élevés (Macheix et al .,
2005)

2.2. Composés phénoliques

Tous les végétaux contiennent les composés phénoliques (Pascale et
Véronique.2006).

Un groupe largement distribué de métabolites secondaires. On définit les polyphénols
comme des composés aromatiques portants plus qu'une fonction hydroxyle sur un
noyau benzénique (Perez et al., 2008).

Mais, comme c’est le cas pour la plupart des substances naturelles qualifiées de
métabolites secondaires,. Ils correspondent a une trés large gamme de structure
chimique et sont un bon témoin de I’extraordinaire capacit¢ de biosynthése des
plantes, capacité¢ qui permet a I’homme de les utiliser dans des domaines variés
(Pascale et Véronique.2006).

L’oleuropéine, le composé phénolique majoritaire, constitue 24% des composés
d’un extrait des feuilles d’olivier. (Altiok et al., 2008).

2.3. Principales structure phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes qui
se différencient d’abord par la complexité du squelette de base, ensuite par le degré de
modification de ce squelette, en fin par les liaisons possibles de ces molécules de base
avec d’autres molécules (Pascale et Véronique.2006).

2.3.1. Acide phénoliques
2.3.1.1. Acides hydrox benzoiques

Ils sont dérivés de I’acide benzoique et ont une forme de base de type C6-Cl.il
existent fréquemment sous forme d’ester ou de glucosides et peuvent également étre
intégrés dans des structure complexes comme certains tanins. (Pascale et

Véronique.2006).
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2.3.1.2. Acides hydroxycinnamique

Iles représentent une classe trés importante dont la structure de base (C6-C3)
dérive de celle de I’acide cinnamique. Les molécules de base de la série
hydroxycinnamique sont I’acide p-coumarique. L’ensemble est souvent rapporté sous
le vocable commun de phénylpropanoides. Ces acides sont rarement présents a 1’état
libre et existent généralement sous forme d’esters ou de glycoside. (Pascale et

Véronique.2006).
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Figure .2. Exemples de phénols simples et leurs dérivés (Perez et al., 2008)
2.3.2. Flavonoides
Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en partie
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles.
Ce groupe de composés est défini par une structure générale en C15, caractérisée par
un enchainement de deux noyaux aromatiques A et B liés une unité de trois carbones
Ar (A)-C3-Ar (B), les différents classes sont déterminées par le degré d’oxydation de
I’unité de liaison (C3), tandis que, les composés de la méme classe sont déterminés
par le point d’hydroxylation, ou d’autre substitution, du noyau A ou B (Riberau
P ,1968)
2.3.3. Tanins
Les tannins sont des composés polyphénoliques, solubles dans I'eau. En plus de
présenter les réactions caractéristiques des phénols en général, ils sont capables de

précipiter les alcaloides, la gélatine et les autres protéines. Cette réactivité avec les

7
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protéines est a l'origine des propriétés tannantes qu'ils exercent sur le collagene de la
peau au cours de la transformation de la peau en cuir, la rendant imputrescible et

moins perméable a I'eau (Stevanovic.2005).

Flavonol Flavone / Flavanone

S ~
|l ]
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OH O C]:l
~

1

™~ i Dl/fi
a O-| I B/ —_— — ] ==
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< & Slilie & @;L
——
= \—’7L‘OH = oH

Anthocyanidines Flavan-3-ol Flavnn-a “4-cicl

Figure.3. Familles des flavonoides (Perez et al., 2008).

2.4. Effets biologique

Les métabolites secondaires font I’objet de nombreuses recherches basées sur
les cultures in vivo et in vitro de tissus végétaux. Ceci est notamment le cas des
polyphénols végétaux qui sont largement utilisés en thérapeutique comme
vasculoprotecteurs, anti inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et
antiradicalaires .Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs
(racines, tiges, feuilles,fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de
nombreux processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenese, la
germination des graines ou la maturation des fruits ,Les plus représentés sont les
flavonoides et les tannins.

Elles ont été utilisées dans de nombreux domaines incluant par exemple la
médecine, la nutrition, 1’assaisonnement, les boissons, les teintures et les cosmétiques.

L’effet Conservateur de plusieurs plantes aromatiques (€pices, condiments)

suggere la présence de constituants antioxydants et antimicrobiens. (Boizot.2006)
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2.4.1. Effets antimicrobien
Les mécanismes d'action des composés naturels sont liés a la désintégration de
la membrane cytoplasmique, la déstabilisation de la force motrice des protons, le flux
d'¢lectrons, le transport actif et la coagulation du contenu des cellules (Figure 4).
Les polyphénols agissent par privation de substrat, rupture de la membrane et

complexe la paroi cellulaire (Silva NCC et al., 2010).

Coagulation

Force proton motrice
H+

" Fuite des métabolites
et des ions

Paroi ] Membrane

" cytoplasme

Figure.4. Sites et mécanismes dans la cellule bactérienne considérés comme sites

d'action pour les composés naturels (Silva NCC et al., 2010).
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Chapitre 3 Matériels et méthodes

3.1. Le matériel végétal

rrrrrr

wilaya de Biskra pendant la saison de floraison. Apres la récupération de la plante, les
feuilles sont lavées puis laissées sécher a I’ombre et a la température ambiante dans
un endroit aéré, pendant 20 jours, Les feuilles séches ont été broyées a 1’aide d’un
moulin & café et le broyat obtenu a été conservé dans un flacon a température
ambiante, dans un endroit sec et a I’abri de ’humidité et de la lumiére jusqu’a son
utilisation.

3.2. Préparation de I’extrait aqueux

L’extrait aqueux de cette plante a été préparé par trois méthodes d’extraction ;

macération, décoction et infusion.
3.2.1. Extraction par macération

L’extrait aqueux par cette méthode de la partie aériennes (feuilles) on été
préparé selon la méthode décrite par (Boubakeur et al., 2017) Avec une légere
modification : 50 g du matériel végétal broyé est mis a macérer dans 500 ml d’eau
distillée sous agitation magnétique et a une température ambiante. Cette macération
est répétée trois fois successivement avec renouvellement du solvant chaque 24
heures. Les macérats aqueux obtenus sont soumis a la double filtration sur coton
hydrophile et sur papier-filtre Whatman n°® 3.Aprés séchage a 1’étuve (37 °C) pendant
48 heures, I’extrait obtenu on ét¢ nommés EAM puis conservés a 4 °C pour les

travaux ultérieurs.
3.2.2. Extraction par décoction

Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par
(Boubakeur et al., 2017). Une quantité de 50 g du matériel végétal broyé est mise a
bouillir pendant 15 minutes dans 500 ml d’eau distillée. Apres filtration sur papier-
filtre Whatman n°® 3, les filtrats ont été ensuite concentrés et séchés dans 1’étuve et

nommés EAD puis conservés a 4 °C pour les travaux ultérieurs.
3.2.3. Extraction par Infusion

L’extrait aqueux de poudre des feuilles que nous faisons infuser 150g dans 3
litres d’eau distillée chauffée a 100 -C. Ce mélange est agité pendant 24 heures par un

agitateur magnétique. Ensuite la solution est filtrée sur papier Wattman (3 mm),
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I’extrait obtenus a ét¢ nommés EAI et conservés a 4 °C pour les travaux ultérieurs

(Soro et al., 2009).

Extraction des polyphenoles

v
Décoction

infusicn

h

macération

50g de podre végetale
+
500ml d'eau distilé

150g de podre végétale
+
3 litres d'eau distilée

50g de podre végétale
+
500m! d'eau distilé

Apré 100°c on bouillir pnd

Infuser pnd 24 h

Macérer pnd

15 mn
| [
filtration infusion
T 1
Evaporation & 37"¢ fitration

I
Résidu sec

[
Extrait agueux

Evaporation & 37°c
I

Résidu sec

macération
I

fitration
I

Extrait agueux
I

Evaporation a 37"°c
]

Résidu sec

Figure.5. protocole de prépation des extraits aquex

3.3. Dosage des polyphénols totaux

e Principe

La teneur en polyphénols totaux sont estimées selon la méthode de Folin-

Ciocalteu (Singleton et al., 1999) qui est considérée parmi les meilleurs méthodes de

quantification des polyphénols totaux des extraits de plantes (Robards, 2003).

L’oxydation des composés phénoliques par le réactif de Folin-Ciocalteu résulte
de la réaction entre 1’acide phosphotungstique (H3PW12040) et [D’acide
phosphomolybdique (H3PM12040) en milieu alcalin. Cette réduction se traduit par
I’apparition d’une coloration bleue formée d’un mélange d’oxyde bleu de tungsténe
(W8023) et de molybdéne (M80O23) qui sont proportionnels a la concentration en
polyphénols dans le mélange (Blouin et al., 1972).

e Mode opératoire

0.5ml de chaque extrait de Olea europea (1mg/ml) sont ajoutés a 5 ml d’eau

distillée puis en ajout 0.5ml du réactif de Folin- Ciocalteau dilu¢ 10 fois .Aprés 3min,
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0.8 ml de carbonate de sodium (7.5%) sont ajouté, Les tubes sont agités et incubé a
température ambiante et a 1’abri de la lumiere. Apres 1h d’incubation, les absorbances
des mélanges sont mesurées a 760 nm a I’aide d’un spectrophotometre UV/VIS,
contre un blanc qui comporte les mémes composants a 1’exception de I’extrait testé.
Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions

opératoires en utilisant I’acide gallique comme controle positif.

Le taux de polyphénols dans nos extraits, a été calculé a partir d’une courbe
d’étalonnage linéaire (y=ax+b), établie avec des concentrations précises d’acide

gallique (20 — 200 pg/ml).

Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent d’acide gallique par

milligramme d’extrait de feuilles (ug EAG/mg).

3.4. Dosage des flavonoides

e Principe

La formation d’une liaison covalente entre le trichlorure groupements
hydroxyles (OH) des flavonoides produise un complexe de couleur jaune ayant une

absorbance maximale a 430 (Rezzaghi, 2012).

e Mode opératoire

La teneur en flavonoides des extraits aqueux a ¢été déterminée
spectrophotométriquement selon la méthode de trichlorure d’aluminium AICI3 décrite
par (Ayoolaet al., 2008 ; Mbaebie, 2012) avec des modifications : Le chlorure
d’aluminium forme des complexes jau-natres avec les  atomes, d’oxygeéne présents

sur les carbones 4 et 5 des flavonoides.

Brievement, 1 ml de [D’échantillon (Img/ml) est ajout¢ a 1 ml de la
solutiond’ AICI3 (2% dans le méthanol), le mélange est vigoureusement agité. Apres
10 min d’incubation, a température ambiante et a I’abri de la lumiere, I’absorbance

est lue a 430 nm.

Une courbe d’étalonnage (y = ax + b) établie par la quercétine, réalisée dans
les mémes Conditions opératoires que les échantillons, servira a la quantification des
flavonoides. La teneur en flavonoides est exprimée en microgramme d’équivalent de

Quercétine par un milligramme d’extrait de feuilles (ug EQ/mg).
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3.5. Activité Antibactérienne

Afin d’évaluer ’activité antibactérienne du différents extraits des feuilles
d’Olea europea , nous avons utilisé la méthode de diffusion sur milieu gélosé.

Cette méthode a exactement le méme principe que celui des tests
d’antibiogramme. C'est-a-dire, I’application de disques imprégnés de principes actifs
sur des milieux de culture ensemencés de microorganismes. L’activité
antimicrobienne, quand elle était présente, se manifestait alors par des zones

d’inhibition autour des disques.

3.5.1. Souches testées
Sept souches bactériennes ont été utilisées dans ce travail, parmi elles deux
souches de référence.

Tableau.1. Microorganisme testées

Les souches bactériennes testées Grams Les antibiotiques utilisés
Staphylococcus aureus clinique Positif AML
Staphylococcus aureus ATCC Positif AML
Escherichia coli clinique Négatif GEN
Escherichia coli ATCC Négatif GEN
Pseudomonas aeroginosa clinique Négatif TE
Klepsiella pneumoniae clinique Négatif AUG
Streptococcus entiridis clinique Positif AML

3.5.2. Milieux de culture

Les milieux de culture utilisés pour la réalisation du test antibactérien sont les
suivants (annexe. 3) :
»La gélose nutritive pour I’isolement et I’entretien des souches bactériennes.
»La gélose Mueller Hinton pour I’étude de la sensibilité des bactéries a I’extrait de la

plante.
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3.5.3. Préparation des dilutions des extraits

L’extrait de la plante a été dissous dans le diméthyle sulfoxyde (DMSO) pour
préparer les différentes concentrations avec dilutions successives au demi
(1/2,1/4,1/8). Sachant que la concentration de la solution mere de I’extrait est 1

mg/ml.

3.5.4. Préparation de pré-culture
Nos bactéries sont ensemencées a partir du bouillon nutritif (BN) sur des boites
de pétri contenant une gélose (GN) puis incubées pendant 24 heures a 37 °C pour

obtenir des colonies jeunes.

3.5.5. Préparation de la suspension bactérienne

Chaque souche a été ensemencée en stries sur les milieux gélosé pour obtenir
des colonies isolées. Apres incubation de 24h a 37°C, on a choisi 4 a 5 colonies bien
isolées qu’on a transféré a I’aide d’une anse de platine dans un tube de solution d’eau
physiologique afin d’avoir une densité cellulaire initiale ou une turbidité voisine a
celle de 0,5 Mc Farland (10° UFC/ml), ce qui correspond & une D.O =0.08 4 0.1 /A=
625nm) (Pfaller et al., 1998) .

3.5.6. Ensemencement

Dans les 15min suivant 1’ajustement de la turbidité¢ de la suspension servant
d’inoculum, on a trempé un écouvillon dans la suspension et on a étalé la surface
entiere de la gélose Mueller Hinton a trois reprises, en tournant la boite a environ
60°apres chaque application dont le but d’avoir une distribution égale de 1’inoculum.

Enfin, on a écouvillonné partout autour du bord de la surface de la gélose.
3.5.7. Application des disques

Des disques stériles de papier Wattman N°1 ont été déposés a 1’aide d’une
paince. Puis on dépose sur chaque disque 10ul des concentrations croissantes
d’extraits.

Toutes les boites préparées ont été incubé pendant 24h a 37°C. De méme des
boites réalisées avec des disques contenant de l'antibiotique de référence (Témoin
positif) appropriés prétes a la comparaison avec les résultats de 1'extrait testé et des

disques imprégnés de DMSO (Témoin négatif).
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3.5.8. Expression des résultats

L’activité antibactérienne est appréciée par la mesure a 1’aide d’un pied a
coulisse des diamétres des zones d’inhibition (mm) formées autour des disques. La
sensibilité des bactéries cibles envers les différents composés est classée selon les
diamétres des halos d’inhibition .
Chaque essai est répété trois fois.

Selon Konan et al (2014), les diametres des zones d’inhibitions de ’activité
antibactérienne sont rangés en 4 classes a savoir :

] Non sensible (-) ou résistante : diametre <8 mm.
] Sensible (+) : diamétre compris entre 8 a 14 mm.
] Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 20 mm.

] Extrémement sensible (+++) : diamétre >20 mm.
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4.1. Calcule du rendement

Dans cette étude, nous avons procédé a la préparation de trois extraits aqueux
par macération, infusion et décoction a partir de la partie aérienne (feuilles) de
I’espece Olea europea, et cela afin d’évaluer leur activité antibactérienne.

Les trois extraits aqueux obtenus ont permet de déterminer les rendements

suivant (figure.6).

23

21,9%
22

20,84%

21
20
19 18,6%
18

17

16

décoction maceération infusion

M rendement

Figure. 6. Histogramme représente le rendement d'extraction a partir des feuilles
d’O.europea.

A fin de ces résultats, on a noté¢ que 1’extrait de I’infusion a permis d’obtenu le
meilleur rendement 21.9 % suivi par la macération avec un rendement de 20.84% et
enfin la décoction avec 18.6 % qui représente un faible rendement.

D’aprés le travail qui a été réalis€¢ par Reffas (2016), ils ont trouvé que le
rendement d’extraction par infusion est de 10 %.

Le rendement d’extraction dépend de plusieurs facteurs a savoir les facteurs
environnementaux tels que la géographie, la température, la longueur du jour, les
¢léments nutritifs, etc., devraient étre examinés pour leur role clé dans la composition
chimique des extraits obtenus a partir des feuilles d’oliviers. Ainsi que la variation de
I’espece végétale elle-méme, 1’organe végétale, le stade de la croissance, la période de
juillet, la conservation du matériel végétale et la méthode d’extraction (Abdlouahid et

al.2004).
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4.2. Teneur en polyphénols totaux
La teneur en composés phénoliques obtenus a partir des extraits aqueux a été
estimées grace a une courbe d’étalonnage qui suit une équation de type : Y=0.0023x,

sachant que le coefficient de corrélation est : 1> =0.9831.

Tableau.2. Teneur en polyphénols totaux des extraits aqueux

Extraits Teneur en ug EAG/mg Extrait
(Moyenne =+ écart type)
Infusion 287.39+0.050
Décoction 244 .78+0.007
Macération 123.91+0.001

D’aprés les résultats obtenus dans (tab.2), on note que la forte teneur en
polyphénols est trouvé avec I’extrait préparé par infusion (287.39+£0.050 EAG/mg)
suivi par ’extrait préparé par la décoction (244.78+0.007 EAG/mg), alors que la
fraction la plus faible est celle de la macération (123.91+£0.001 EAG/mg).

Ces résultats sont supérieurs a ceux rapporté¢ par Reffas (2015), par I’infusion
sur la quantification des composés phénoliques dans les feuilles d’olive a trouvé (197.

mg EAG/g d’extrait).

Une étude fait par Manallah (2012), sur les pulpes d’olive avec deux variétés
sur la quantification des polyphénoles totaux trouver les valeurs suivant (3.93 et 91)

respectivement par la méthode d’infusion.

Dans une autre étude réalisée par Arab (2013), on utilise la méthode de
macération, avec un rendement 35,72%.

4.3. Teneur en Flavonoides totaux

La teneur en flavonoides totaux des extraits aqueux d’O.europea est déterminée
a partir de la courbe d’étalonnage de la quercétine qui suit une équation de type :

Y=0.002x. Sachant que le coefficient de corrélation est : r> =0.999.
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Tableau.3. Teneur en flavonoides totaux des extraits aqueux

Extraits Teneur en pg EAG/mg
(Moyenne =+ écart type)
Infusion 88+0.050
Décoction 98.5+0.002
Macération 5940.005

D’apres les résultats obtenus dans (tab.3) on note que la forte teneur en
flavonoide est avec I’extrait préparé par décoction (98.5+0.002EAG/mg) suivi par
I’extrait préparé par I’infusion (88+0.050EAG/mg) et la plus faible fraction par la
maceération (59+0.005EAG/mg).

Ces résultats sont inférieurs a ceux rapporté par Reffas (2015), qui ont trouvé

avec la méthode d’infusion une teneur de 198.73 ug EAG/mg.

D’aprées Dekanski et al. (2009), ils ont mentionnés que la teneur des flavonoides
des extraits des feuilles d’olive préparés par infusion est de 27 ug EAG/mg.

La différence de la quantité des polyphénols entre les extrais, dépend de la
variété de D’olivier, des conditions climatiques, de I’époque de prélevement des
¢chantillons des feuilles, de I’age des plantations et des échantillons des feuilles.

(Aouidi.2012).

En plus de ces facteurs de variabilité, il s’ajoute 1’effet de la méthode de
préparation des feuilles d’olivier (déshydratation et broyage), du procédé et des
techniques d’analyses qualitative et quantitative des composés phénoliques

(Aouidi.2012).
4.4. Evaluation de P’activité antibactérienne

L’¢évaluation de [D’activité antibactérienne des extraits aqueux de feuilles
d’olivier est déterminée par la technique de diffusion sur gélose (antibiogramme) par
la mesure du diamétre de la zone inhibition autour des disques contenant les extraits a

tester vis —a-vis des sept souches.

Apres 24 h d’incubation a 37 °C. Les résultats obtenus (diametre d’inhibition

en mm) pour les différentes dilutions (1/2, 1/4, 1/8) qui ont été préparé a partir de la
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concentration initial (SM) de I’extrait dans le DMSO (1mg/ml), sont regroupés dans

le tableau ci dessous.

Tableau.4. Diamétres des zones d’inhibition bactériennes en (mm)

S.
S. S.
E.Coli aureus P. K
E.Coli aureus enteritidis
ATCC ATCC aeruginosa | pneumoniae
Les bactéries
25922 25923
SM 00400 7+0,041 8.5+0,132 00+00 00400 7.5+0,707 7+0,041
1/2 0000 7+0,041 8.5+0,933 0000 00+000 7.5+0,707 9+1
1/4 00+00 8+0,619 9.54+0,508 0000 00400 8.5+0,707 8+0,578
Décoction
1/8 00+00 8+0,726 7.5+0,359 00+00 00400 8.5+0,707 8+1
SM 00+00 00+00 8.5+0,933 00+00 00+00 00400 8.33+0,578
1/2 0000 8+0,619 8+0,619 0000 00+000 9+1,414 7.5+£0,359
1/4 0000 8+0,619 8.5+0,132 0000 0000 7.5+0,707 10+0,774
Macération
1/8 00+00 00+00 10+0,132 00+00 00+00 00+00 8+1
SM 9+0,196 0000 0000 9+0,196 0000 8+0,657 0000
V21 9000 0000 940,196 00£000 0000 740,949 8.520,933
Infusion 1/4 9+1
8+0,619 00+00 00+00 8+0,619 00+00 8+0,657
7.66+0,577
1/8 10+0,619 0000 8+0,619 10+0,619 0000 8+0,657
Témoin 0 0 0 0 0 0 0
Négatif 0 0 0 0 0 0 0
Témoin 29.33+ 9.5+
27+0,141 11+1,414 19+1,414 11+1.414 15+ 0,243
positif 2,082 0,707 ’

La mesure de diameétre des zones d’inhibition de la croissance bactérienne par

les extraits aqueux, a révélée :

Absence d’une activité pour les disques témoins négatifs, ce qui indique que le

DMSO n’a aucun effet sur les souches bactériennes testées.

Une forte activité pour les disques témoins positif. Dont la Gentamycine

donne une zone inhibition est de 29.33mm et 27mm contre les 2 souches

testées E. coli et E.Coli

ATCC 25922, respectivement. Tandis que avec

I’amoxicilline, les diamétres d’inhibition enregistrés pour S. aureus, S. aureus

ATCC 25923 et S. enteritidis

sont ; (11£0,414) mm (9.5+0,707) mm et

(15+0,243) mm, respectivement. L’antibiotique tétracycline et AUG contre les
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souches P. aeruginosa et K. pneumoniae donnent une zone inhibition de 19
mm et 11 mm, respectivement (Voir tableau 05 et annexe n°5).

e Concernant les trois extraits testés, on a remarqué qu’il existe une résistance des
bactéries ; E. coli, S. aureus ATCC 25923 et P. aeruginosa pour les extraits qui sont
. . . , . ,. . ,
préparés par décoction et macération, Alor que par I’extrait de I’infusion, on a trouvé

une activité pour toutes les bactéries sauf E.Coli ATCC 25922 et P. aeruginosa.

e D’apres Konan et al. (2014), la sensibilité des bactéries vis-a-vis de trois
extraits aqueux peut étre déterminée en fonction du diamétre de la zone
d’inhibition obtenu. Selon les valeurs critiquent figurant dans le tableau (Tab
4), On peut constater que la sensibilité des souches testées est de type limitée

(8-14 mm).
4.5 Résultats selon la dilution et les extraits aqueux

L’activité antibactérienne varie d’une bactérie a une autre selon la concentration

et la qualité des extraites selon la méthode d’extraction.

4.5.1. Extrait préparé par décoction

Pour cet extrait, 1’activité est reste faible et trés proche pour les quatre

concentrations, dont la zone d’inhibition est varie de 7 4 9,5 mm.

e SM : la bonne zone d’inhibition est remarquée avec s.aureus (8.5 mm)

e Dilution 1/2 : la bonne zone d’inhibition est remarquée avec S.enteritidis (9
mm).

e Dilution 1/4 : la bonne zone d’inhibition est remarquée avec s.aureus (9.5
mm)

¢ Dilution 1/8 : la bonne zone d’inhibition est remarquée avec K. pneumoniae

(8.5 mm)

4.5.2. Extrait préparé par macération
Pour cet extrait, la zone d’inhibition est varie de 7.5 a 10 mm.

SM : toutes les bactéries sont résistantes sauf S .aureus et S.enteritidis, dont la

zone d’inhibition est presque similaire.
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¢ Dilution 1/2 : a cette dilution la meilleure zone est pour K. pneumoniae (9
mm).

¢ Dilution 1/4 : une zone d’inhibition de 10 mm est remarquée par S.enteritidis

e Dilution 1/8: toutes les bactéries sont résistantes sauf S .aureus et

S.enteritidis, avec une zone de 8 et 10 mm, respectivement.
4.5.3. Extrait préparé par infusion

Pour cet extrait, la zone d’inhibition est varie de 7 a 10 mm. Dont la résistante

des bactéries est observée seulement pour P.aeruginosa et E.coli ATCC 25922

e SM : la bonne zone d’inhibition est pour E. coli (9 mm).
¢ Dilution 1/2 : la bonne zone d’inhibition est pour S. aureus (9 mm).

e Dilution 1/4 : on note une activité de 9 mm d’inhibition sur S.enteritidis

Ces résultats sont inferieur a ceux obtenus par Gokmen et al. (2014), qui ont
montrés que D’extrait des feuilles d’Oliver a une forte activité inhibitrice contre les
souches S.aurus et P. aeroginosa avec des diamétres d’inhibition respectivement
(18.7 et 18.00 mm).

Des résultats similaires ont été présentés par DJENANE et al. (2012), vis-a-
vis les bactéries S. aureus et P. aeruginosa avec un diametre de (16,33 et 15,29 mm),
respectivement.

Une autre ¢étude a été réalisée par REFFAS et al. (2016), dont les zones
d’inhibition varies entre (6 — 8 mm) et (5 — 9 mm), pour les bactéries : Escherichia
coli, Streptococcus enteritidis, respectivement. Sachant que I’extraction des ces
produits est méthanolique.

D’apres les résultats obtenus, on peut dire que ces extraits ont une activité
antibactérienne qui varie d’une souche a une autre. Cette activité peut étre importante,
faible ou nulle suivant la concentration de 1’échantillon, et selon le degré de sensibilité
des souches. On remarque également que ’activité antibactérienne des différentes
concentrations a €t€ pour certaines souches, plus importante que I’extrait non dilué, ce
la s’explique par le fait qu’une concentration plus élevée en principe actif sature le
milieu et donc par ce fait limite les échange entre la bactérie et son environnement ce

qui ne permettrait pas a I’extrait d’exercer son action (Rees et al., 1985).
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Les principales composantes de ces extraits végétaux sont le reflet de leur
activité antibactérienne. Ainsi, les fonctions synergiques des différentes molécules
contenues dans les extraits par rapport a l'action d'un ou deux composants principaux
de Il'extrait semblent discutables. Toutefois, il est possible que l'activité des
composants majeurs soit modulée par d'autres molécules mineures. En fait, les effets
synergiques des divers constituants majeurs et mineurs présents dans les extraits
végétaux bruts doivent étre pris en considération pour rendre compte de leur activité
biologique .Selon des études concernant les mécanismes d’action antimicrobienne de
ces molécules, il semblerait que suite a une désintégration de la membrane cellulaire
bactérienne provoquée par ces substances, la fuite des métabolites intracellulaires

provoque la mort de la cellule (Cristani et al., 2007).

La résistance de la souche peut étre attribuée a la capacité de I’agent
antibactérien de diffuser uniformément dans 1'agar (Hayouni et al., 2007). Il peut aussi

lier a la méthode de diffusion en milieu gélosés (Fazeli et al., 2007).

L'activité antibactérienne des polyphénols peut étre expliquée par le mécanisme
de toxicité vis-a-vis des microorganismes qui se fait soit par des interactions non
spécifiques telles que 1'établissement des ponts hydrogenes avec les protéines des
parois cellulaires ou les enzymes, la chélation des ions métalliques, inhibition du
métabolisme bactérien, la séquestration de substances nécessaires a la croissance des

bactéries (Karou et al, 2005)

Du fait que la principale cible de ces composé€s naturels est la membrane
bactérienne, 1’activité antibactérienne des substances naturelles s’explique par la lyse
de ces membranes. Les huiles essentielles, flavonoides, alcaloides voire méme les
tanins pourraient induire une fuite d’ions potassium au niveau de la membrane et par
voie de conséquences des lésions irréversibles au niveau de cette membrane. Cette

perméabilité au potassium est un effet précurseur de leur mort (Rhayour, 2002).
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Tableau.5. Les zones d’inhibitions vis-a-vis les sept souches.

Les Macération Décoction Infusion

bactéries

E.Coli
ATCC
25922

E.Coli

clinique

S.
aureus
ATCC

25923

S.
aureus

clinique
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P.
aeruginosa

clinique

K.
pneumoniae

clinique

S.
Enteritidis

clinique

4.6. Résultat selon les souches (type de Gram)

Pour les trois extraits qui sont préparés par trois méthodes d’extraction
(macération, décoction, et infusion), on a remarqué qu’il existe une résistance pour
deux bactéries de type Gram négatif (G -) ; E. coli, P. aeruginosa, et une bactérie de

type Gram positif (G +) ; S. aureus ATCC 25923.

Les résultats montrent donc la résistance des bactéries Gram négatif a nos
extraits par rapport des bactéries Gram positif ciblées aux effets de ces extraits
aqueux. Cette résistance générale plus élevée chez les bactéries a Gram négatif est

attribuée a la présence d’'une membrane externe imperméable aux composés
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lipophiles. L'absence de cette barriere chez les bactéries a Gram positif permet le
contact direct des constituants hydrophobes des extraits avec la bicouche
phospholipidique de la membrane cellulaire bactérienne, entrainant une augmentation
de la perméabilité¢ aux ions et la fuite des constituants intracellulaires vitaux ou

l'altération des systémes enzymatiques bactériens (Djanane et al., 2012).

Cependant, I'inhibition de la croissance des bactéries Gram (-) a été rapportée,
particulierement en combinaison avec les facteurs qui peuvent déranger I’intégrité de
la cellule et/ou la perméabilité de la membrane. (Turkmen et al., 2007).

La résistance de la souche peut étre attribuée a la capacité de 1’agent
antibactérien de diffuser uniformément dans I’agar (Hayouni et al., 2007). Il peut

aussi lier a la méthode de diffusion en milieu gélosés (Fazeli et al., 2007).

En outre, les activités antimicrobiennes de ces extraits sont difficiles a corréler a
un composé spécifique en raison de leur complexité et leur variabilité. Néanmoins,
certains chercheurs ont signalé qu'il existe une relation étroite entre la composition

chimique en éléments les plus abondants et I'activité antimicrobienne (Djanane et al.,

2012).

Selon Lee and Lee (2010), 1’effet antimicrobien des feuilles d’olivier est du a sa
composition phénolique, comme il a été reporté.

Considérant le grand nombre de différents groupes chimiques des composés
présents dans 1’extrait des feuilles d’olivier, il est plus probablement que leur activité
antibactérienne n’est pas attribuée a un seul mécanisme spécifique mais il y a
plusieurs cibles dans la cellule (Carson et al., 2002).

L’activité antimicrobienne est justifiée par plusieurs phénomenes et par
plusieurs chercheurs. Parmi les mécanismes, nous pouvons citer :
* Dégradation de la paroi cellulaire (Helander et al., 1998);
* Altération de la membrane cytoplasmique (Sikkema et al., 1994 ; Oosterhaven et al.,
1995 ; Ultee et al., 2002) ;
*Fuite du contenus de la cellule (Oosterhaven et al., 1995 ; Helander et al., 1998 ;
Lambert et al., 2001) ;
* Coagulation du cytoplasme (Gustafson et al., 1998) ;
* Epuisement de la force proton motrice (Ultee et al., 1999).

Détérioration des protéines membranaire (Juven et al., 1994 ; Ultee et al., 1999) .
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Conclusion

Les pays méditerranéens, et en particulier 1’Algérie, posseédent un patrimoine
oléicole trés important. Les feuilles d’olivier sont commercialisées en tant que
matériel phytothérapique et source naturelle de substances nutraceutiques (tel que : les
composés phénoliques, les flavonoides...). Différentes formes de ce matériel (feuilles
seches complétes, feuilles en poudre, extrait, gélules, tisane...) sont mises sur le
marché. Les producteurs en vendent leurs propriétés fonctionnelles et leurs vertus
bénéfiques pour la santé humaine. Ces propriétés sont généralement attribuées a leurs
compositions.

La tisane des feuilles d’olivier est la forme la plus répandue pour ’usage
humain de ce matériel phytothérapique.

L’évaluation de D’activité antibactérienne des extraits aqueux de feuilles de
Olea europea qui sont préparés par trois méthodes différentes nous a permis d’obtenir
des résultats intéressants.

Le meilleur rendement d’extraction est obtenu par 1’extrait de I’infusion
(21.9%). La quantification des composés phénoliques a donner des résultats qui
confirme la richesse de I’extrait préparé par I’infusion en polyphénols totaux. Alors
que, les flavonoides totaux sont riche dans I’extrait préparé par décoction. Les
résultats obtenus sont trés encourageants pour |’utilisation des feuilles d’olivier
comme un traitement traditionnel a base d’une tisane préparé par infusion.

L’évaluation de I’activité antibactérienne des trois extraits a été¢ déterminée par
la méthode de diffusion sur milieu gélosé vis-a-vis sept souches bactériennes. Les
résultats obtenus montrent que les trois extraits testés exercent une activité vis-a-vis
six bactéries, et qu’il existe une résistance des bactéries ; E. coli, S. aureus ATCC
25923 et P. aeruginosa pour les extraits qui sont préparés par décoction et
macération. Cependant, I’extrait de I’infusion, la résistance c’était pour E.Coli

ATCC 25922 et P. aeruginosa seulement.

L'ensemble de ces résultats a permis d'évaluer la richesse des feuilles d'Olea
europea en substances chimiques et qui pourraient représenter une nouvelle source

potentielle de molécules bioactives en thérapeutique.
11 est souhaitable de compléter et d'approfondir ce travail par :

— Isolement et identification des principes actifs responsables a l'activité anti-

oxydante par des techniques chromatographiques et spectrales.
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— L'étude in vivo de l'activité anti-oxydante.

— Elargir le panel des activités anti-oxydantes, dont l'activité¢ antidiabétique,

anti tumorale, anticancéreuse et anti-inflammatoire.
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v" Verreries et autre matériel

Béchers Boites de pétri Eprouvette Erlenmeyer

\

L

Tube a essai Flacons Papier film

Papier filtre Spatules Portoirs Tamis

v" Réactif et solvant

Carbonate de sodium

Acide gallique

Folin ciocalteu

Quercétine
Na2Co3a 7%
NaNo2 a 5%
AICI3 a (10%)

Eau physiologique
DMSO
Eau distillé



Annexes

Annexe n°2
Préparation des Milieux de culture
e Mueller-Hinton(38g/1), préparé dans 1L d’eau distillée.
e (Gélose nutritif (23g/1), préparé dans 1L d’eau distillée.
e  Dbouillon nutritif ( g/1), préparé dans 1L d’eau distillée.
Les milieux de culture préparés comme suit :
Dissoudre chaque milieu dans un litre d’eau distillée. Faire bouillir avec agitation
jusqu’a dissolution compete, puis autoclave pendant 20 min a 130°C et finalement
couler le milieu dans les boites de pétri.
Annexe n°3. Préparation des solutions
e Folin-Ciocalteau a 10% :10 ml du réactif dans une fiole jaugée de 100 ml et
compléter au tais de jauge avec 1’eau distillée.
e Na2CO03 a 7.5% g dans 100 ml d’eau distillée.
e Solution d’extrait al mg/ml : 10 mg dans 10 ml de méthanol.
e AICI3 (10%) :10g dans 100 ml de I’eau distillée.
e L’eau physiologique: 0.9g de NaCl dans un 100 ml d’eau distillée,
stérilisation a 121 °C pendant 15 min.
Annexe n°4. préparation de I’eau physiologique

0.9 g NaCl dans un 100 ml d’eau distilée , stérilisation a 120 °C pendant 15 mn .
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Annexe n°5. les zones d’inhibition des témoins positif pour les sept souches

E.Coli ATCC 25922

E.Coli clinique

S.aureus ATCC 25923

S.aureus clinique

P.aeroginosa clinique

K.pneumoniae clinique

S.Entiridis clinique
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/Résumé \

Le travail que nous avons réalisé¢ a été consacré a 1‘étude de 1‘activité antibactérienne des trois
extraits aqueux de la plantes médicinales Olea europea de la région de Biskra..

On utilisema méthode de diffusion sur milieu gélosé vis-avis de sept souches bacteriénne .on
généralles trois extraits d’olea europea on utilisons la macération, décoction et I’infusion a un
rendement respectivement :20.84% ,18.16% et 21.9% . en plus il sont riche en polyphénols et
flavonoide .

Les zones inhibitrices selon 1’extrait et la dose ,la milleure activité inibtrices c’est contre s.entiridis
et S.aureus cliniqueet la meilleurbrésistente c’est pour P. aeruginosa.

Mots clés : Olea europea , antibactérienne, flavonoide , polyphénole ,inhibition.

. /

Summary

The work we have done has been devoted to the study of the antibacterial activity of the three
aqueous extracts of medicinal plants olive from the biskra region. By the agar diffusion method with

respect to seven bacterial strains.

Overall, the three aqueous extracts of Olea europea show a yield of infusion maceration
respectively decoction : 21.9%, 20.84% and 18.6% and a richness for the polyphenol and flavonoid
compounds. with different zones of inhibition according to the extract and the dose. the best activities

are against S.entiridis and S.aureus clinical and noted strong resistance of Pseudomonas aeruginosa.

Olive trees rich in phenolic compounds that confer an inhibitory activity vis-a-vis certain

bacteria.

Keywords : Olea europea, antibacterial , flavonoide, polyphenol , inhibition.,
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