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Introduction 

Les plantes produisent une vaste et diversifié gamme de composés organiques, 

appelées métabolites secondaires, qui sont souvent différemment répartis entre groupes 

taxonomiques limitées dans le règne végétal. Leurs fonctions, dont beaucoup restent 

inconnus, sont entrain d’être élucidées avec une fréquence croissante. 

Les produits naturels ou biopesticides issus des extraits de plantes ont un usage 

reconnu depuis l’Antiquité et font actuellement l’objet d’un regain d’intérêt croissant dans le 

monde entier du fait, notamment de l’écotoxicité des pesticides de synthèse. Outre leur 

sélectivité remarquable envers leur cible, ils présentent l’avantage d’être biodégradables. En 

mettant en place une stratégie efficace qui vise à limiter au maximum l’utilisation des produits 

phytosanitaires, toutes les composantes de l’écosystème en bénéficient.  

L’Algérie, compte une flore appartenant à plusieurs familles botaniques plantes 

médicinales d’environs 3000 espèces à plusieurs familles botaniques. Parmi celles-ci, Olea 

europaea L ou olivier et Ceratonia siliqua ou caroubier,  L sont deux plantes prometteuses 

utilisés par les populations locales comme remède traditionnel pour le traitement de diverses 

pathologies (anti-inflammatoires, antidiabétiques, anti-oxydantes et antibactériennes). Les 

différentes propriétés biologiques, notamment antibactérienne de ces plantes  sont 

essentiellement dues à leur richesse en composés phénoliques. Ces différents  composés sont 

également connus pour leur intérêt dans la physiologie végétale comme des composés de 

défense de la plante contre les attaques des microorganismes, champignon et virus. 

Les principaux composés phénoliques de l'olivier sont les alcools phénoliques, comme 

l'hydroxytyrosol et tyrosol, secoiridoides comme l'oleuropéine, et les dérivés de l'acide hydro 

cinnamique comme le verbascoside et l'acide caféique. L'oleuropéine étant le constituant 

majeur phénolique des extraits de feuille d'olivier, environ 19% (p / p), doté d’une gamme 

d'activités biologiques. Les feuilles et fruits du caroubier contiennent également des 

composées phénoliques (2 à 20% de M.S). La  richesse de ces plantes en composés connus 

pour leur intérêt dans la physiologie végétale comme des composés de défense de la plante 

pourrait être exploitée et utilisée en phytoprotection contre les microorganismes. 

L’activité antibactérienne des extraits phénoliques de ces deux plantes médicinales est 

déjà mise en évidence à l’égard des bactéries pathogènes à l’homme, inclus les bactéries 

Gram positifs et négatifs (Escherichia coli,  Klebseilla pneumonie,…etc) et antifongique vis-
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à-vis de candida albicans (Aziz et al., 1998 ; Tassou et al ., 2002)  . Mais  peu de travaux ont 

eu pour objectif d’étudier leur effet en phytopathologie; en effet les travaux menés 

précédemment sur le potentiel antimicrobien des extraits aqueux de feuilles d’olivier  et les 

extraits de fruit et de feuilles de caroubier ont montré que ces derniers seraient efficaces à 

l’égard de Pectobacterium carotovorum ssp atrosepticum et Pectobacterium carotovorum ssp 

carotovorum inféodés à la pomme de terre (Lagha, 2007 ; Yahiaoui-Zaidi et al. 2007 ; Bechar 

,2008 ; Kharfallah –Cheikh Amar, 2011 )   .  

L’objectif de ce travail s’inscrit dans ce contexte puisque nous souhaitons valoriser et 

utiliser les produits d’Olea europaea et Ceratonia siliqua pour la préparation d’un extrait 

végétal naturel qui sera utilisé comme biopesticides  pour limiter la croissance des bactéries 

pectinolytiques et diminuer les dégâts causés par ces dernières sur la  pomme de terre. 

Pour traiter les différents aspects du sujet, nous avons structuré ce document comme 

suit : 

 un premier chapitre portera sur une revue de la littérature donnant un aperçu sur la 

biosynthèse des principales catégories de produits végétaux naturels, en insistant sur les 

origines de leur diversité structurelle, ainsi que leurs fonctions physiologiques, leurs 

propriétés biologiques, et les applications biotechnologiques potentielles.  

Le second chapitre portera sur l’extraction, le dosage et le fractionnement des 

constituants  d’Olea europaea L (feuilles) et Ceratonia siliqua L (feuilles, pulpe et graine du 

fruit) suivi d’une évaluation de l’efficacité biologique de quelques fractions majoritaires vis-à-

vis de Pectobacterium ssp. atrosepticum. 
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I. Métabolites secondaires des plantes 

I.1. Généralités 

Les plantes produisent un assortiment vaste et diversifié de composés organiques, 

appelées métabolites secondaires. Bien connu pour la complexité de leur structure chimique et 

des voies de biosynthèse des produits naturels, ils sont considérés comme biologiquement 

négligeables et ont historiquement reçu peu d'attention de la plupart des biologistes végétaux. 

Les chimistes organiques, cependant, ont longtemps été intéressés par ces composés 

phytochimiques et ont étudié leurs propriétés chimiques abondamment depuis les années 

1850. 

 

Les études sur les produits naturels ont stimulé le développement des techniques de 

séparation, les approches spectroscopiques d'élucidation de la structure et les méthodes de 

synthèse qui constituent maintenant le fondement de la chimie organique moderne.  

 

La reconnaissance des propriétés biologiques d'une myriade de produits naturels a 

favorisé l'orientation actuelle dans ce domaine, à savoir, la recherche de nouveaux 

médicaments, antibiotiques, insecticides et d'herbicides. L’effet biologique  des produits 

naturels a provoqué une réévaluation des rôles possibles que jouent ces composés dans les 

plantes, en particulier dans le contexte des interactions écologiques.  

 

Plusieurs de ces composés ont été démontré pour avoir une grande signification dans 

la protection contre les herbivores et les infections microbiennes, comme attractifs pour les 

pollinisateurs et les graines de dispersion des animaux, et comme agents allélopathiques 

(allélochimiques qui influencent la concurrence entre les espèces végétales) (Rodney et al ., 

2000). 

 

Même la lignine, le polymère structurel essentiel et substance organique la plus 

abondante dans les plantes, est considérée comme un produit naturel plutôt qu'un métabolite 

principal (Rodney et al ., 2000).  

 

Dans ce chapitre, nous donnerons un aperçu sur les principales catégories de produits 

végétaux naturels, en insistant sur les origines de leur diversité structurelle, leur biosynthèse 

ainsi que sur leurs fonctions physiologiques, et les applications biotechnologiques 

potentielles. 
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I.2.Classification 

Les métabolites secondaires végétaux dépassent actuellement 100 000 substances 

identifiées et appartiennent à trois classes chimiques principales : les terpanoïdes (groupe de 

lipides), les alcaloïdes (dérivés des acides aminés) et les composés phénoliques (dérivés de 

glucides). 

 

I.2.1.Les terpanoïdes  
 Les terpanoïdes représentent la classe la plus structurellement variée des produits 

végétaux naturels. Le nom terpanoïdes, ou terpéniques, découle du fait que les premiers 

membres de la classe ont été isolés à partir de la térébenthine ("terpentin" en allemand). 

Tous les terpanoïdes sont dérivés par fusion répétitive des unités ramifiée à cinq carbones 

basées sur le squelette d'isopentane. Ces monomères sont généralement appelées unités 

isoprène, car la décomposition thermique de nombreuses substances terpanoïdes produit un 

alcène qui est un isoprène gazeux et parce que les conditions chimiques appropriées peuvent 

conduire à une polymérisation de l'isoprène générant de nombreux squelettes terpanoïdes 

(Dorman et Deans, 2000 ; Burt, 2004). Les terpanoïdes qui découlent de trois unités 

d'isoprène contiennent 15 atomes de carbone et sont connus comme les sesquiterpènes (demi-

terpènes).Comme les monoterpènes, beaucoup de sesquiterpènes sont présents dans les huiles 

essentielles (Bagamboula et al ., 2004 ; De Billerbeck et al ., 2004).  

 

             En plus, de nombreux sesquiterpénoïdes agissent en tant que phytoalexines, composés 

antibiotiques produits par des plantes en réponse au défi microbien, et comme antiappétents 

qui découragent les herbivores opportunistes (Bouaoun et al ., 2007 ) . 

I.2.2. Alcaloïdes 

    Les alcaloïdes sont une des classes des métabolites secondaires les plus importants des 

plantes. Le terme alcaloïdes ou « alkaly-like » (al kaly = la soude ; like = qui a l’apparence) a 

été proposé pour la première fois par le pharmacien Meissner en 1818. C’est en 1896 que 

Meyer présenta la première définition explicite des alcaloïdes (Hesse, 2002). 

 

        Les  alcaloïdes sont bien connus pour leur propriétés antibactériennes (Almomani et 

al .,2007 ; Delso et al .,2010 ) , mais les mécanismes exactes responsable de leurs actions 

antibactériennes sont loin d’être entièrement compris (Souza et al ., 2004) ; Généralement les 

alcaloïdes peuvent inhiber la biosynthèse des protéines et perturbent la stabilité membranaire 
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(Wink , 1998 ) et peuvent également interagir avec la membrane cytoplasmique bactérienne et 

avec l’ADN (Jenning et Ridler, 1983 ; Philipson , 1987 ) . 

      

I.2.3. Les Composés phénoliques  

 Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires les plus importants des 

plantes impliqués dans divers processus, tels que la croissance, la lignification, la 

pigmentation, la pollinisation et la résistance vis-à-vis des pathogènes, les prédateurs et  les 

stress environnementaux (Duthie et al ., 2003). Ils sont exploités en phytothérapie et suscitent 

beaucoup d’intérêt par leur potentiel anti-bactérien.Il regroupe un vaste ensemble de plus de 

8000 molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques allant de molécules phénoliques 

simples de bas poids moléculaires, tels que les acides phénoliques, à des composés hautement 

polymérisés comme les tannins . 

 

Chimiquement, ils présentent toutes un point commun : la présence dans leur structure 

d’au moins un noyau benzénique, lui-même porteur d’un nombre variable de fonctions 

hydroxyles (OH), libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester, hétéroside. Leur 

origine biosynthétique est proche, ils dérivent principalement de l’acide shikimique 

(Hannebelle et al ., 2004 ).  

 

I.3. Intérêt des métabolites secondaires 

Comme les bactéries possèdent des stratégies communes pour la colonisation et 

l’infection des végétaux, les plantes peuvent synthétiser un grand nombre de molécules 

organiques complexes qui n'interviennent pas dans le métabolisme énergétique et carboné.   

Ces substances naturelles issues des végétaux ont des intérêts multiples mis à profit dans 

l’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. La pharmacie utilise 

encore une forte proportion de médicaments d’origine végétale et la recherche trouve chez les 

plantes des molécules actives nouvelles, ou des matières premières pour la semi-synthèse 

(Bahorun , 1997). 

Ces substances peuvent être également utilisées comme régulateurs du fonctionnement 

cellulaire et développent des mécanismes de défense pour lutter contre les infections par 

différents agents phytopathogènes, ou en réponse aux éliciteurs abiotiques (Hammerschmidt, 

1999 ; Macheix et al ., 2005). Il s’en suit une stimulation de la synthèse de novo d’un mélange 

complexe des métabolites secondaires ou les phytoalexines (Harbone et Willims ,2000) ; en 
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induisant l’activation et l’expression des gènes  codant pour les enzymes impliquées dans leur 

biosynthèse (Hoffmann, 2003).  

        

            Nombreux chercheurs ont testé l’activité antibactérienne des extraits bruts de plantes 

ainsi que de leurs substances pures sur de nombreuses souches bactériennes pathogènes 

(Simoes et al ., 2009). Ces études ont montré que l’activité antibactérienne des métabolites 

secondaires est liée à la diversité de leur structure chimique (Gibbon , 2004). En effet, le 

niveau de synthèse des composés phytochimiques de défense augmente fortement après les   

infections  de plante (Tegos et al ., 2002). Vu la diversité et la variabilité des métabolites 

secondaires issus de plantes, une étude détaillée sera consacrée uniquement pour l’olivier et le 

caroubier qui font l’objet de notre étude.  

 

II. Olea europaea L 

II.1- Généralités    

L’olivier  est cultivé depuis prés de 3500 ans, le nom scientifique de l’arbre olea      

vient d’un mot grec qui signifie «huile». L’olivier est une plante qui a accompagné le 

développement de la  civilisation méditerranéenne, il est connu pour sa longue durée de vie 

(en moyenne 500 ans), cet arbre caractéristique des pays tempérés et tropicaux fait partie des 

arbres les  plus anciennement cultivés (Ryan  et al ., 2002). 

 

        L'olivier constitue dans la plupart des pays du bassin méditerranéen la principale 

essence fruitière, tant par le nombre d'arbres cultivés que par l'importance sociale et 

économique de sa culture et son rôle environnemental rapporté par (Brhadda et al ., 2003). 

 

           Les marqueurs moléculaires rendent possibles l'étude de la stucture génétique des 

cultivars, des flux géniques et des relations entre la forme cultivée et sauvage. L'analyse de la 

diversité actuelle de la sous espèce «europaea » d'Olea europaea permet de déterminer les 

mécanismes qui ont conduit à cette diversité. Des études archéobiologiques et  génétique des 

populations d'oléastres et des variétés d'olivier montrent que la domestication s'est produite 

indépendamment dans plusieurs régions du bassin méditerranéen, et c'est très probablement 

réalisée sur une longue période (Breton, 2006). 
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II.2.Classification botanique  

Selon Cronquiot. (1981),  la classification botanique de l’espèce Olea europaea L est : 

         Règne : Plantae   

         Embranchement : Magnoliophyta    

         Sous-embranchement : Magnoliophytina                                

         Classe : Magnoliopsida    

         Sous-classe : Asleridae                                                

         Ordre : Scrophulerials                                                                   

         Famille : Oleaceae                                                                                                                 

         Genre : Olea   

         Espèce : Olea europaea L. 

         Nom français: Olivier 

         Nom local: chajaret azzeitoun  

II.3-Les sous espèces d'Olea europaea: 

       L'olivier pour des raisons culturelles (tradition,  paysage)  et économiques (huiles et 

olives) représente  un très bon exemple de biodiversité, il forme dans la sous espèce 

«europaea» d'Olea europaea un ensemble complexe de formes cultivées. Dans certaines 

régions il coexiste avec une ou plusieurs des 5 sous espèces: Laperrinie, Maroccana, 

Cerasiformis, Guanchica et Cuspidata. Ces sous espèces elles sont proches 

morphologiquement (Villemur et Dosba , 1997). 

 

II.4.Caractères morphologiques et répartition géographiques  

          L’olivier, est l’un  des arbres fruitiers, qui fait partie de la famille des oléacées, cultivé 

depuis l’antiquité et compte de nombreuses variétés (Breton , 2006). Il s’agit d’une espèce 

d’Olea europaea L, commune des régions méditerranéennes et couvre 8 millions  d’hectares 

(presque 98% de la récolte mondiale) (Pereira et al ., 2007). Il est cultivé dans beaucoup 

d’autres pays, comme les Etats Unies (Californie), Australie, la Chine, l’Afrique du sud, ainsi 

que dans d’autres régions chaudes et subtropicales (Altinyay et al ., 2006). Sa taille peut 

atteindre 10 m. Ses tiges, portent des feuilles, opposées, subsessiles, entières et coriaces, ont 

une face supérieure gris verts et une face inférieure blanchâtre Les rameaux portent à leurs 

extrémités de petites fleurs blanc verdâtre, déposées en grappes et à fruits verts ovoïdes 

devenant noirs à maturité (Bruneton, 1999).  
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II.5. Composition chimique des feuilles          

          La Composition chimique des feuilles varie en fonction de nombreux facteurs 

(variétés, conditions climatiques, époque et prélèvement). Généralement, la matière sèche des 

feuilles vertes se situe autour de 50 à 58%, celle des feuilles sèches autour de 90%. La teneur 

en matières azotées totales des feuilles varie de 9 à 13%, elles ont moins de cellulose et 

hémicellulose  et  plus de lignine (Nefzaoui, 1987). 

 

  Le tableau I résume les principaux métabolites secondaires présents dans les feuilles 

d'oliviers, parmi lesquels: les flavonoïdes (lutéoline, quercétine...), les secoiridoides 

(oleuropeine, lugstroside...) et les acides phénols tels que l'acide caféique, les acides p-

coumarique et chlorogénique (Ryan et al ., 2002 ;  Yaseen-Khan et al ., 2007 ). 

 

Le composé le plus abondant dans les extraits méthanoliques et éthanoliques  des 

feuilles  d’olivier  est l’oleuropeine, qui en représente jusqu’un 19% du poids sec dont la 

structure est présentée dans la figure1 (Winkhausen et al ., 2005). Ce dernier est un groupe 

spécifique de coumarine, produit  par le métabolisme secondaire des terpènes, il est  considéré 

comme un précurseur de la synthèse des  alcaloïdes indoliques (Solar-Rivas et al ., 2000 ; 

Tripoli et al ., 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

           Figure.1:Structure chimique de l’oleuropéine hétérosidique 

D’autres constituants ont été aussi identifiés dans les feuilles d’olivier, il s’agit des 

dérivés de l’oleuropeine, des  flavonoïdes, des acides phénoliques et des triterpènes tel que 

l'acide  oléanolique, l’acide ursolique, l’uvaol et le methyl maslinate (Sanchez  et al ., 2007), 

ainsi que des glycosides de l’apigénol et de lutéolol (Bruneton, 1999), et des tannins  (Martin-

Garcia et al., 2003 ; Chebbi et al ., 2011).     
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Tableau I: Principaux composés phénoliques, secoiridoides et triterpènes, identifiés dans les 

feuilles d’O. europaea L. 

 

 

Classe 

  

Composés 

  

Référence 

 

Acides 

phénoliques 

 

 

 

 

Acide caféique, Acide p-coumarique, Acide 

chlorogénique, Acide vanillique, 

Verbascoside, Vanilline 

 

 

Rayan et Roberds , 1998  ; 

Mc donold et al ., 2001 ; 

Ghedira,2008 ;  Dekanski 

et al .,2009 

 

Flavonoides 

hétérosidiques 

 

 

 

 

 

 

Lutéoline 7-0 glucoside, Lutéoline 7-O-

glucoside, Lutéoline 4’-O-glucoside 

Lutéoline 7-O-rutinoside, Apigenine-7-O-

glucoside, Hespéridine, Rutine 

Anthocyanidine , Cyanicdine 3-O-

glucoside), Diosmétine-7-glucoside 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Benavente-Garcia  et al ., 

2000 ; Bianco et 

Uccella ,2000 ;Ryan et 

al .,2000. 

 

   

 

 

 

Flavonoides 

aglycones 

 

 

 

 

Apigénine, Lutéoline, Quercétine, 

Kaempferol, Hesperitine, Anthocyanine 

(Cyanidine), Chalcone, Myricétine, 

Diosmétine, Catéchine  

 

 

 

Triterpènes 

 

 

 

 

 

Acide oléanolique, acide maslinique, acide 

hydroxy-oléanolique 

 

 

 

 

Bisignano et al ., 

2001 ; Somova et al., 

2003 ;  

 

Sécoiiridoides 

Ou iridoides  

 

  

Oleuropeine, acide élénolique, 

demethyloleuropeines   hydroxytyrosol, 11-

diméthyle- oleuropéoside, ligustroside, 

oleuroside, oléacine 

  

Briante et al ., 2002 ;  

Briante et al ., 2004 ; 

Ghedira, 2008 
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II.6- Intérêt thérapeutiques des feuilles d'olivier: 

  Dans l'antiquité les feuilles d'olivier étaient déjà utilisées pour soigner les blessures 

cutanées, l'ancienne médecine grecque à l'origine de la médecine occidentale connaissait déjà ses 

vertus antiseptiques et anti-infectieuse. Avec l’avènement de la médecine clinique moderne, cet 

extraordinaire remède naturel tomba malheureusement en désuétude comme la plupart des 

traitements d'origine naturelle; Depuis quelques dizaines d’années ces derniers  sont utilisés de 

nouveau car les antibiotiques ne sont plus considérés comme les tous puissants remèdes qu'ils 

étaient censés être. Les principales études menées sur les feuilles d'olivier concernent 

principalement les propriétés d'un de leur constituant: oleuropeine. Ces essais confirment les 

effets d'extrait d'olivier sur les infections virales, fongiques et bactériennes (Baycin et al ., 2007). 

 

        Des évidences suggèrent que boire une infusion de  feuille d’olivier a été une méthode 

employée depuis plusieurs siècles par les cultures du Moyen Orient pour traiter les troubles tels 

que la toux, les gorges sensibles, les cystites et les fièvres (Yasseen Khan et al .,2007 ). De plus, 

les feuilles d’oliviers étaient utilisées en cataplasme pour traiter les brûlures, les éruptions, et les 

autres problèmes de  peaux. En 1854, Handbury publie un article relatant les vertus d’une 

décoction de feuilles d’oliviers qui réduisait la fièvre due aux maladies sévères (Petkov et 

Manolov , 1972). L’olivier est doté de nombreuses propriétés biologiques et thérapeutiques. 

 

II.6.1. Activité antimicrobienne:  

Les essais in vitro ont montré que les extraits des feuilles d’O.europaea L sont très 

efficaces contre un grand nombre de bactéries qui parasitent le système digestif, les voies 

respiratoires et divers organes  incluant, Salmonella typhi, Vibrio parahaemolyticus, 

Staphylococcus aureus ,Klebsiella  pneumonia et Escherichia coli et Bacillus cereus  (Bisignano 

et al ., 1999 ; Caturla et al ., 2005) Plusieurs secoiiridoides  de cette espèce, semblent contribuer 

à l’activité antimicrobienne ; l’ hydroxytyrosol et l’oleuropeine  par exemple, se sont révélé 

efficaces contre les bactéries, champignons et virus  (Juven et al ., 1972 ; Bisignano et al ., 

1999 ; Saavedra et al ., 2010). 

 L'extrait de feuilles d'olivier peut avoir un rôle de régulation de la composition de la 

flore gastrique en réduisant sélectivement les niveaux des Helicobacter pylori et C .jejuni, les 

métabolites de biophénols peuvent avoir une meilleure activité antibactérienne que les 

composant non métabolisés, signifiant que les essais in vitro peuvent sous-estimer l'activité totale 

(Sudjana et al ., 2009). 
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 En 1968, des recherches publiées par la société américaine de microbiologie indiquent 

que les composants actifs de l'oleuropeine, l'acide elénol et l'enolate de calcium inhibent la 

croissance des différents virus (Zaher et al 2007 ; Micol et al ., 2005 ; Bao et al .,2007 ; Yamada 

et al .,2009) . D’autres études ont montré que  l'extrait de feuilles d'olivier a un potentiel 

d'activité antivirale contre les virus d'hépatite, rotavirus, les rhinovirus bovine et les paravovirus 

canine (Fredreckson, 2000). En outre, ce deux composés majoritaires des feuilles d’olivier 

agissent en inhibant aussi bien la fusion entre les deux membranes, la membrane cellulaire et 

celui du virus HIV-1, comme ils peuvent inhiber également l’activité de l’integrase de ce virus 

(Lee-Huang et al., 2003 ; Lee-Huang et al ., 2007 a et b).  

 

     L’activité antifongique.in vitro a été mise en évidence en présence de composés 

phénoliques, aglycone de quercétine et de lutéoline, rutine, oleuropeine, et tyrosine par simple 

observation microscopique. En effet, ces composés phénoliques affectent la croissance, 

morphologie et l'ultrastructure des mycètes: tels que Phytophtora mégasperma, Drechsler et 

cylindrocarpon destructans (Baidez, 2007). D'autres études ont montré que ces composés 

peuvent réduire la production de toxines d'Aspergillus flavus (Delrio et al ., 2000) .  Par ailleurs 

les travaux menés par Korukluoglu et al , (2007) avec les extrais aqueux de feuilles d’olivier et 7 

composés phénoliques ( l’acide 4-hydroxybenzoique, acide vanillique, acide p-coumarique, 

tyrosol, acide caféique, acide syringique et oleuropéine) montré un effet spectaculaire sur 10 

souches fongiques . 

 

II.6.2. Propriété antioxydante   

         Les extraits des feuilles d’olivier, jouent un rôle important dans la prévention des 

maladies cardiovasculaires, particulièrement l’artériosclérose et l’hypocholestérolémie, comme 

ils diminuent l’oxydation des LDL et en inhibant la peroxydation des lipides plasmatiques 

(Bennani-Kabchi et al ., 1999). Ces effets, sont  dus aux propriétés antioxydantes d’oleuropeine 

et d’hydroxytyrosol, qui possèdent une forte activité antioxydante, et une excellente activité 

scavenger de l’oxygène actif ( Andrikopoulos et al., 2002  ; Bouaziz et al ., 2008 ; Jamaia et al 

., 2008  ; Lee et al ., 2009 ; Hayes et al ., 2009 ; Bulotta et al ., 2011 ; Fleming et al .,2011). 

L’acide caféique  à été également rapporté pour avoir une activité scavenger de l’anion 

superoxide (Chimi et al., 1995). Des recherches montrent que les composants polyphénoliques 

du régime méditerranéen empêchent les événements biochimiques qui sont mis en cause dans 
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la maladie athérogène, de ce fait proposant un nouveau lien entre le régime méditerranéen et  la 

prévention de la maladie coronarienne (Visioli et Galli, 1998).    

 

II.6.3. Propriété vasodilatatrice et hypertensive   

 Il a été démontré sur des rats (per os), qu’une  décoction de feuilles d’olivier, 

augmente le débit sanguin au niveau coronarien, et inhibe ainsi l’enzyme de conversion de 

l’angiotensine (Hansen et al .,1996 ); cette activité est attribuée essentiellement à  

l’oleuropeine, aux tritérpènes (acide oléanolique ) et aux produits d'hydrolyse enzymatique 

des secoiridoides ( Zarzuelo et al ., 1991 ; Khayyal et al ., 2002  ; Perrinjaquet -Moccetti et al 

.,2008). Des études cliniques ont montré qu’un traitement par des infusions de feuilles 

d’olivier entraine une stabilisation de la tension artérielle chez des sujets présentant une 

hypertension  modérée ( Haris ,2010). 

 

II.6.4. Activité antidiabétique  

      L'activité  hypoglycémique des feuilles d'olivier a été mise en évidence  chez  des 

lapins diabétiques. En effet,  l'extrait éthanolique de feuilles d'olivier  administré à ces lapins 

induit la diminution du taux de glucose du sang  (Al-Azzawie et Alhamdani , 2006 ). 

 

 L’effet hypoglycémiant est du à la présence d’euloropeine, qui pourrait agir soit  en 

stimulant l’utilisation périphérique du glucose soit  en favorisant la libération  d'insuline 

induite par les  cellules ß (Fahri  et al ., 1994). 

 

  Un autre composé, l'acide olealonique  possède également une action antidiabétique 

puissante, il agit sur l'enzyme α-glucosidase, cette enzyme hydrolyse les disaccharides et 

oligosaccharides en glucose. Les inhibiteurs de cette enzyme retarderaient la digestion 

d'hydrate de carbone et entraineraient une réduction du taux d'adsorption du glucose  et par 

conséquent la glycémie. L'inhibition de alpha-glucosidase est de ce fait considérée importante 

dans la gestion du diabète non-insulino dépendant (Shaiq ali et al ., 2002 ). 
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II.6.5. Activité anti-inflammatoire 

       L'oleuropeine et  l'un de ses dérivés des catéchol hydroxytyrosol, empêchent la 

génération du leukotriene B4 impliqué dans un éventail de voies pro-inflammatoire aussi bien 

que la production d'eicosanoide (Petroni et al ., 1995). 

 

   La lutéoline est egalement un composé clé, qui a montré l'activité anti-inflammatoire 

chez certain types d'animaux, et des effets antiallergiques. L'apigénine est  présent aussi dans 

les feuilles en empêchant les médiateurs inflammatoire: tels que l’oxyde  nitrique et la 

prostaglandine E2 (Braun, 2005). 

 

      Les tritérpènes (acide ursolique et acide oléanolique) sont des puissants agents anti-

inflammatoire capables d'inhiber l'elastase leucocytaire humaine ainsi que l'activité de la 

COX-2 et LOX-5 (Honda  et al . , 2000). 

 

II.6.6.  Activité antiulcérogène: 

        Les flavonoïdes présents dans les feuilles d’olivier jouent un rôle protecteur de la 

muqueuse gastrique contre divers agents  ulcérogènes. Une activité anti-ulcérogène de la 

quercétine a été également mise mis en évidence chez un rat dont l'ulcère gastrique a été 

induit par l'éthanol. Les effets cytoprotecteurs de la quercétine  sont dus à un complexe 

impliquant la stimulation de la prostaglandine et l'inhibition de la production de leukotriènes 

via la production du mucus (Ghedira, 2005). 

 

II.6.7.  Activité anticancéreuse: 

      L'activité anticancereuse des extraits de feuilles d’olivier est due à la présence de 

quercétine qui inhiberait la croissance cellulaire en inhibant certaines phases du cycle 

cellulaire et en bloquant les sites récepteurs des hormones. La  multiplication  cellulaire peut 

être inhibée également par d'autres  mécanismes, à savoir: la stabilisation du collagène, 

l'altération de l'expression des gènes et la réduction des radicaux libres (Marfak, 2003). 

 

  D’autes études ont montré que l’oleuropeine, l’hydroxytyrosol, l’acide caféique, 

l’acide gallique et l’acide chlorogénique possèdent également une activité anticancéreuse 

efficace, directement en perturbant les filaments d'actine. L'oleuropeine empêche la 

prolifération, la migration des cellules tumorales,  leur réplication, leur mobilité et leur 

invasion. (Hamdi et Castellon, 2005 Fernando et al ., 2009 ; Bouallaqui et al .,2011  ). Alors 
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que l’acide caféique, l’acide gallique et l’acide chlorogénique peuvent bloquer la nitrosation 

des amines soit par réduction du nitrite en oxyde nitrique, soit par formation de dérivés C-

nitroso en agissant non seulement in vitro, mais également in vivo. Ces composés possèdent 

des activités antioxydantes et antiradicalaires (Bossokpi, 2003). 

 

II.6.8. Autres propriétés  

  D’autres vertus ont été démontrées pour cette espèce. Les feuilles d’olivier améliorent 

tout particulièrement le Système Immunitaire grâce à ses puissants constituants qui 

neutralisent sans endommager les bactéries non pathogènes. Elles ont une activité sur la  

thyroïde.  Une étude récente a montré que l’extrait de feuilles d'olivier diminue le taux de 

TSH sanguin avec une augmentation de la T3 probablement due à une stimulation de la 5'-

diodinase qui convertit la T4 en T3 (Al-Quarawie  et al ., 2002). 

 

L’olivier fait d’ailleurs partie de plusieurs pharmacopées locales (Dekanskl et al., 

2009). Il joue également un rôle important au niveau nutritionnel. Les utilisations 

thérapeutiques des différents organes d’Olea europaea L sont répertoriées dans  (Annexe IV). 

 

III. Ceratonia siliqua L 

III.1. Classification botanique  

Selon Cronquiot. (1981), la classification de Ceratonia siliqua L. est donnée comme suit :  

Règne : végétal  

Embranchement : Spermaphytes 

S /embranchement : Angiospermes 

Sous classe : Rosidae 

Ordre :  Febals 

Genre : Ceratonia                                                                                                   

   Famille : Fabacées 

 S/ famille : Césalpiniacées 

Nom binominal : Ceratonia siliqua  

Nom français: Caroubier 

Nom local: Kharroub 
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III.2.Caractères morphologiques et répartition géographiques 

         Le mot caroubier dérive du mot caroube « Alkharoub », et il est connu sous le nom 

scientifique Ceratonia siliqua L, qui désigne en latin une silique ou gousse, c’est  est un arbre 

qui appartient à la famille des légumineuses qui peut atteindre 7 à 20 m de  hauteur (Rajeb , 

1995).  

         Les feuilles de caroubier de 10 à 20 cm de  hauteur, persistantes, composées (4 à 10 

folioles glabres), luisantes sur la face dorsale, plus clair et mates sur la face ventrale, 

paripennées et légèrement échancrées au sommet.(Bruneton , 1999) .Ses fleurs sont très 

petites, constituées d’un calice pourpre, dépourvu de corolle et  bisexuées  (Battle et Tous , 

1997).     

                                                                                                                                                                

          Les  fruits de caroubier sont  des gousses indéhiscentes, aux bords irréguliers, de formes 

allongées, rectilignes ou courbées, 10 à 20 cm de langueurs, 1,5 à 2 cm de largeur et de 1 à 1,5 

d’épaisseur. La gousse est composée de trois parties, l’épicarpe, le mésocarpe  constituant la 

pulpe et les graines, elle est séparée à  l’intérieur par des cloisons pulpeuses transversales et 

renferme de 4 à 16 graines. Le développement des fruits est  lent et nécessite généralement 

entre 9 à 10 mois pour arriver à maturité  et donner un fruit brun foncé  à noir (Rejeb et 

Lauguet  , 1991) . 

 

III.3. Composition chimique 

           Les deux constituants principaux du caroube sont la pulpe (l’épicarpe et le mésocarpe) 

90% et 10%graines (Owen et al., 2003). Les graines de fruits contiennent prés de 90 % de 

gallactomananes, elles sont  pauvres en lipides (0 ,4- 0,8%de la masse sèche) et en protéines 

(2,7-3%), renferme 40-50% de sucre soluble, des cyclitols (surtout de pinitol) et des tannins 

condensés(20%) (Bruneton, 1999).       

                                                                                             

        Les composés phénoliques présents  dans la pulpe de caroube se groupent en acides 

phénoliques, en effet,   les gosses  mures  sont  très riches  en acides galliques sous différentes 

formes ;acide gallique sous forme libre, gallocatéchine , gallocatéchine gallate et 

gallotannins  ; d’autres acides phénoliques sont également présents , citons les acides p-

coumariques, benzoïque, 4-hydroxy benzoïque, acide protocatéchique, féruliques et 

syringiques ,  (Owen et al ., 2003 ; Fadel et al ., 2011). En plus, l’extrait de caroube contient 

également des flavonols sous forme glucoside (quercétine-myricetine et kaempferol) (Owen 

et al., 2003). 
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          Les tannins condensés sont présents en quantité abondante dans le fruit et les feuilles 

de  Ceratonia siliqua L  en comparaison avec les tannins hydrolysables représentés par les 

éllagitannins et les gallotannins  (Corsi et al., 2002), en effet, une gosse de caroube contient, 

en moyenne, 19 mg de polyphénols totaux par gramme de matière fraîche, 2,75 mg / g de 

tannins hydrolysable (Avallone et al ., 1997 ).  

                                                 

      Les résultats confirmés par Corsi et ses collègues, (2002) et Jacob et Saeed ,(2006), 

affirment que les feuilles de Ceratonia siliqua L contiennent une quantité importante d’acide 

gallique et en flavonoïdes tel que épigallocatéchine-3-O-gallate, épicatéchine-3-gallate et 

myricetine par rapport aux extraits de la caroube. En plus des molécules citées précédemment, 

les travaux menés par Eldahsan, (2010) ont montré que les feuilles de C .siliqua L contiennent 

d’autres composés flavonoidiques hétérosidiques tel que l’isoquercétine, l’afzeline et la 

quercitrine et des flavonoïdes aglycones tel que le kaempférol et la quercétine. 

 

III.4.Utilisations traditionnelles  et propriétés biologiques 

          Ceratonia siliqua L est parmi les espèces  qui possèdent des propriétés  thérapeutiques 

et diététiques importantes (Ait chitt et al ., 2007) . Elle se présente également comme une 

essence forestière et arboricole. Il est d’une grande importance économique, écologique et 

sociale. Son utilisation est multiple  et résumée dans  le tableau II (Konaté , 2007). 
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Tableau II :  Propriété traditionnelles et pharmacologiques de C. siliqua L 

Organe Partie utilisés Propriétés  traditionnelles et biologiques Référence 

F
ruit 

 

 

Pulpe 

Traitement des troubles fonctionnelles digestifs, 

traitement des diarrhées légères, abaissement du 

cholestérol sanguin et hépatique, otation la 

sensation de fain dans les régimes amaigrissantes, 

traitement de l’insuffisance rénale chronique et 

l’affection de la branche, traitement de la 

tuberculose pulmonaire 

Traitement de la gastrite, l’entérite, les angines, 

les rhumes et le cancer 

Rejeb , 1995 

Zunft et al ., 2001 

Klenow , 2008 

Klenow , 2009 

Graine Traitement symptomiques des diarrhées du 

nourrisson et du jeune enfant  

Activté antioxydante  

Bruneton, 1999 

 Feuilles -Diabète 

-Activité anti-microbienne,  

-Activité cytotoxique 

-Activité antioxydante 

-Activité anticancéreuse  

 -Peroxydation des lipides 

Kivçak et al ., 2002 ; 

Kumzawa et al., 2002 ; 

Geuendel et al ., 2006 ; 

Kaileh et al ., 2007 ; 

Custódio et al ., 

2009 ;  Elhajaji et al ., 

2010 ; Nagib et al ., 

2010  ; Ben Hsouna et al 

., 2011 a) ; Custódio et al 

., 2011 a b)                                                                                                                             
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IV. Erwinia pectinolytiques 

IV.1. Description des  Erwinia pectinolytiques 

 Ce sont des bactéries gram-négatives, non sporulées, en bâtonnet droit de 0.5 à 1.0 par 

1.0 à 3.0 µm. Les cellules sont mobiles et possèdent 1 à 6 flagelles péritriches. Elles peuvent 

se présenter seules ou par paires ou quelquefois en courtes chaînes. Elles se caractérisent par 

un métabolisme fermentatif, le type respiratoire est aéro-anaérobie-facultatif, oxydase 

négative, catalase positive et réduisent le nitrate en nitrite. La température optimale de 

croissance se situe entre 27 et 30 à 32°C (Molina et Harrison, 1977 ; Pérombelon et Kelman, 

1987 ; Janse et Ruissen, 1988 ; De Boer 1994). La température maximale varie de 32 à 42°C. 

Ces bactéries possèdent une forte activité pectinolytique due à la production d’enzymes 

pectinolytiques. 

 

Face aux évolutions et aux différents changements qui ont eu lieu dans la nomenclature, les 

Erwinia pectinolytiques ont changé de dénomination. 

- L’espèce: E. carotovora  appartient au genre Pectobacterium et la sous espèce 

carototovorum atrosepticum est déplaceé au rang de l’espèce (P. atrosepticum) (Gardan et 

al ., 2003) 

- Et l’espèce E. chrysanthemi au genre Dickeya (Samson et al ., 2005) 

P. atrosepticum est l’agent responsable de dégâts économiquement importants sur la 

pomme de terre dans les régions tempérées (Mollina et Harrison, 1977; Pérombelon et 

Kelman 1987), en raison de son fort pouvoir macérateur du tubercule. Elle se développe 

préférentiellement entre 15 et 25°C (Pérombelon et Kelman, 1987). Pca  est généralement 

considérée comme inféodée à la pomme de terre (Pérombelon et Kelman, 1987) bien que 

quelques souches aient été également isolées de tomate (Barzic et al., 1976; De Boer et al., 

1987), de choux chinois (De Boer et Khalmen , 1975) et plus récemment de poivron 

(Stommel et al., 1996; Hadas et al., 2001).  

 

IV. 2.Description des symptômes en conservation 

Les bactéries des genres Dickeya et Pectobacterium, provoquent des symptômes associés à 

des maladies de la pomme caractérisées par les pourritures aériennes et pourritures molles 

(Figure 2).  Ces maladies ont une forte incidence économique, car elles sont particulièrement 

nuisibles au rendement et à la qualité de la pomme de terre. Pour la production de plants 

certifies, la présence de ces bactéries constitue un facteur extrêmement limitant.  
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Figure.2 : Pourriture molle et humide causée par Pectobacterium sp. (Helias, 2008) 

 

La pourriture molle est l’unique symptôme observé au cours de la conservation des 

tubercules de pomme de terre, dont le développement dépend de la température d’incubation. 

Cependant, à côté des Erwinia, d’autres bactéries pectinolytiques (Clostridium et Bacillus sp) 

ainsi que des champignons Rhizoctonia solani, Fusarium spp., Verticillium dahliae) peuvent 

aussi contribuer à ce type de symptômes (Pérombelon et Kelman , 1987). 

 

Sur tubercule, la pourriture molle commence à partir du stolon et se développe jusqu’à 

sa désintégration totale. La capacité de germination du tubercule est altérée. La pourriture 

peut également se développer à partir des lenticelles hébergeant le pathogène (Lapwood et 

Hering, 1968; Pérombelon, 1974; Scott et al., 1996) ou à partir des blessures du tubercule 

envahies par le pathogène (De Boer et Kelman 1975; De Boer 1994). Un excès d'eau dans le 

sol ou une humidité excessive durant la conservation, peut, en favorisant la multiplication des 

bactéries latentes et leur expression, entraîner des pourritures lenticellaires (De Boer 1994).  

 

IV. 3.Description des symptômes en végétation  

Le symptôme le plus typique en végétation est l'apparition de la jambe noire, 

caractérisée par une pourriture noire plus ou moins humide de la base de la tige, due au 

développement des bactéries (Figure 3). Elle est causée par P. atrosepticum, bien que certains 

auteurs rapportent que les symptômes de jambe noire pourraient dans certaines conditions, 

être également causés par Dickeya. (Lumb et al., 1986) et P. carotovorum (Mollina et 

Harrison , 1977). Le facteur le plus important qui favorise le développement de la jambe 

noire, est le niveau d’eau de précipitation et/ou d’irrigation qui entraîne les conditions 
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anaérobies dans les tubercules mères, favorisant la multiplication des bactéries et l’apparition 

de la pourriture et par la suite de la jambe noire (Pérombelon et al .,1989; Pérombelon , 2002). 

Dans certains cas, les tubercules de semences infectés peuvent disparaître sans 

production de plants. L’invasion des tiges par les Erwinia, juste après leur émergence, peut 

entraîner la pourriture et la mort de la plante entière (Pérombelon , 1992). La maladie peut 

donc se caractériser par des pieds manquants (Harrison et Neilson , 1981; Jaggi et al ., 1991). 

 

Contrairement à la jambe noire, Les pourritures aériennes de la tige (Shekhawat et al., 

1976), caractérisées par une lésion brune ou noire de la tige, se développent à partir 

d’inoculums transmis par l’air ou l’eau, Cette contamination se fait à travers des blessures de 

la tige portant une infection latente et ne survient qu’en condition humide. (Grahams et 

Harper , 1966 ; Pérombelon , 2002).  

 

Maladie sournoise, la jambe noire peut échapper aux contrôles des filières de 

certification. Les symptômes typiques de jambe noire sont généralement causés par 

Pectobacterium atrosepticum (Pca), qui affectionne un climat frais (20–25 °C) et humide. 

Pectobacterium  carotovorum carotovorum (Pcc) joue un rôle moins important dans 

l’apparition de la jambe noire dans les climats tempérés bien que les travaux récents d’Eiss et 

al. (2008) ont prouvé que l’infection des tubercules par des souches virulentes de Pcc 

engendre bien une jambe noire.  Il n’existe pas de mesures de lutte directe contre ces 

bactéries. La prévention met en œuvre des mesures dont le but est de rendre la vie dure aux 

bactéries, en diminuant le niveau de l’inoculum et la transmission de la maladie. 

 

Figure .3 : Symptôme de jambe noire, variant de pourritures humides brun foncé à noire de la 

base des tiges à des nécroses plus ou moins sèches et/ou tiges creusés (Helias, 2008). 

a b c 
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V. Matériel végétal 

V.1. Préparation du matériel végétal  

V.1.1. Collecte des échantillons 

         Les feuilles et fruits (pulpe et graine) de Ceratonia siliqua L  et les feuilles d’Olea 

europaea L (variétés "Aimel" et "Chamlal") sont utilisés comme matériel végétal.  

 

        Les feuilles et le fruit de Ceratonia siliqua L  proviennent de la région de Tizinbradma 

(Kherrata, Wilaya de Bejaia). La collecte a été faite au début de septembre 2009. 

        Les feuilles d’O. europaea L ont été récoltées au début de mars 2010 dans la ferme pilote 

A. Mira (Tazmalt), wilaya de Béjaia. 

 

V.1.2.Séchage 

         Les feuilles de chacune des plantes et le fruit de Ceratonia siliqua L, préalablement   

nettoyés (élimination la poussière et autres particules indésirables), ont subit un séchage à 

l’air libre, dans un endroit sec, ventilé et ombragé .Les fruits de Ceratonia siliqua L ont fait 

l’objet d’une séparation  manuelle entre pulpes et graines. 

 

V.1.3.Broyage  

          Tous les substrats végétaux ont été broyés pour obtenir une poudre de 0,5 mm de 

diamètre des particules. Les graines du fruit de Ceratonia siliqua L ont été d’abord concassées 

puis  écrasées à l’aide d’un mortier traditionnel. 

 

          Les poudres ainsi obtenues sont conservées dans des bocaux en verre, fermés 

hermétiquement et stockés à l’abri de la lumière.       

   

          Les échantillons utilisés dans notre étude sont les suivants : les feuilles d’O.europaea L 

(variétés "Aimel" et "Chamlal"), les feuilles et de C.siliqua L, les  pulpes  et graines de 

C.siliqua L. 

 

V.2.Extraction des composés phénoliques 

          Deux protocoles d'extraction (solide/liquide) ont été utilisés : Le protocole d'extraction 

à reflux décrit par la monographie de la pharmacopée européenne (2008) et la méthode 

d’extraction par macération décrite par Mazza et al, (1999). 
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V.2 .1. Extraction à reflux    

          5 g de poudre sont extraites avec 50 ml de méthanol absolu dans un ballon à col rodé de 

50 ml ; l’ensemble est chauffé à reflux  pendant 15 min. Après refroidissement, Les extraits 

sont ensuite filtrés. 

 

V.2 .2.  Extraction par macération  

         La deuxième méthode d'extraction repose sur la méthode décrite par par Mazza et al. 

(1999) et rapportée par (Oomah et al, 2005 ;Oomah et al, 2006), nous avons utilisé de 

l'acétone 92% et le méthanol 92% comme solvants. 

          250 mg de la poudre de chaque échantillons ont été extraits avec 10 ml de solvant  

(acétone ou méthanol 92%), pendant 2h  sous agitation et à température ambiante. Après 

filtration, les filtrats sont récupérés dans des cristallisoirs, puis séchés à température ambiante 

sous hotte ; les extraits sec obtenus ont  été repris dans un mélange éthanol-eau (80 /20) et 

serviront d’extraits bruts pour le dosage des phénols totaux et des flavonoïdes.  

 

V. 3. Dosage des composés phénoliques  

V. 3.1.Dosage des phénols totaux  

         La quantité de polyphénols totaux solubles est déterminée selon la méthode de 

Singleton et Rossi (1965) . 

 

• Principe 

          La réaction est basée sur la réduction du mélange d’acide phosphotungstique 

(H3PW12O40) et de l’acide phosphomolybdique (H3PMo12O40) du réactif de Folin Ciocalteu, 

lors de l’oxydation des phénols, en un mélange d’oxyde bleu de Tungstène (W8O23) et de 

molybdène (M8O23) dans une solution alcaline (Ribéreau-Gayon, 1968). La coloration bleue 

produite est proportionnelle au taux de composés phénoliques qui sont dosés 

spectrophotometriquement à 760nm . 
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• Mode opératoire 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure.4: Protocole de dosage des composés phénoliques  (Singleton et al., 1965) 

         Les résultats sont rapportés à une courbe d’étalonnage (annexe I) préparée de la même 

manière que l’extrait  avec de  l’acide gallique  utilisé comme standard. 

        Les mesures sont réalisées en triple ; la teneur de l’extrait en polyphenols totaux est 

exprimée en mg équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait  (mg Eq AG/ g 

d’échantillon). 

  

V.3.2.Dosage des flavonoïdes          

        Les teneurs en flavonoïdes sont déterminées selon la méthode de Bahorun et al (1996). 

 

• Principe 

        Les flavonoïdes possèdent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5, 

susceptible de donner en présence de chlorure d'aluminium un complexe jaunâtre par 

100µl de l’extrait  

500µl de réactif de Folin-Ciocalteu 

Incuber à température ambiante et obscurité  pendant 5min 

Bien agiter et incuber à l’obscurité  et à température 
ambiante pendant deux heures. 

Lecture de l’absorbance à 760nm  

6ml d’eau distillée 

 1.5ml de carbonate de sodium Na2CO3 (20%) 

 Le volume est ajusté à 10ml avec l’eau distillée 
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chélatation de l'ion Al3+. La coloration jaune est proportionnelle à la quantité de flavonoides 

dans l'extrait. 

 

• Mode opératoire 

        1ml d’extrait est mélangé avec 1ml d’une solution méthanolique de chlorure 

d’aluminium hydrate (2%). Après 10 minutes de réaction, l’absorbance est mesurée  à 430 

nm. 

       La concentration en flavonoïdes est déterminée par référence à une  courbe d’étalonnage 

préparée de la même manière que l’extrait, en utilisant la quercétine comme standard (annexe 

I). La teneur moyenne en flavonoïdes est exprimée en mg équivalent de quercétine par 

gramme (mg Eq Q/ g d’échantillon). 

 

V.4.Fractionnement par CCM des extraits 

        Seuls les extraits méthanoliques obtenus par la méthode à reflux ont fait l’objet d’un 

fractionnement. En raison de la différence des  teneurs en composés phénoliques et 

flavonoïdes obtenus à l’issu de deux extractions. En effet, l’extraction à reflux à mis en 

évidence une quantité  plus importante sur les deux substrats. 

• Principe  

         Le principal but de cette CCM est la séparation et la récolte de différentes fractions 

présentes dans l’extrait préparé. Chaque constituant migre à une vitesse qui lui est spécifique 

et caractéristique à la substance qui détermine son rapport frontal (Rf). 

 

          Lorsque la plaque sur laquelle est déposé l’échantillon est placée dans la cuve, l’éluant 

monte à travers la phase stationnaire, essentiellement par capillarité. Chaque composant de 

l’échantillon se déplace à sa propre vitesse derrière le front de solvant. Cette vitesse dépend 

d’une part, des forces électrostatiques retenant le composant sur la plaque stationnaire et, 

d’autre part, de sa solubilité dans la phase mobile. Les composés se déplacent donc 

alternativement de la phase stationnaire à la phase mobile, l’action de rétention de la phase 

stationnaire étant  principalement contrôlée par des phénomènes d’adsorption.  

 

• Supports utilisés 

           Des plaques en verre (20 cm sur 20cm) sont préalablement nettoyées au méthanol afin 

d’éliminer toute substance étrangère susceptible d’être présente. Le gel de silice (40%) est 

répandue uniformément sur les plaques en verre à d’aide d’un étaleur pour avoir une épaisseur 
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de 1mm . Les plaques sont séchées à l’air libre , puis activées dans une étuve réglée à 110°C 

pendant 30 minutes. Les dépôts sont effectués en bas de la plaque à 1,5 cm du bord. Les 

différents dépôts sont espacés de 1cm en laissant 2cm  aux deux  extrémités 

• Systèmes d’élution utilisés  

          100 ml d’éluant sont versés dans la cuve chromatographique couverte afin que 

l’atmosphère de la cuve reste saturée en vapeur d’éluant, préparé 2h à l’avance.  

         9 systèmes d’élution (Tableau III)  ont été testés afin de choisir  le  système le plus 

adéquat pour la séparation des composés bioactifs des extraits des deux plantes médicinales.  

 

Tableau III : Systèmes d’élution testés (essais préliminaires) 

Systèmes d’élution         références 

Chloroforme-Méthanol-Acide acétique-Eau (100-15-0,5-0,3) Benhammou et al ., 2008 

Dichlorométhane-Méthanol-eau (85-15-1,5) Pharmacopée européenne 2008 

Dichlorométhane-Acide acétique-Eau (50-45-15) Guinot et al ., 2008 

Ethyle acétate-Méthanol-Eau (100-16,5-13,5) Fawole et al ., 2009 

Ethyle acétate-Méthanol-eau (79 :11 :10) De Mejia et  al 2006 

Chloroforme-Méthanol-Acide acétique -Eau (60 :30 :8 :6) Long et al., 2009 

Ethyle acétate-Méthanol-Acide formique-Eau (100-13,5-2,5-10) Plazonic et al., 2009 

Ethyle acétate-Acide formique-Acide acétique-eau (51-11-11-27) De Mejia et  al 2006 

EA-Dichlorométhane –Acide  formique- 

Acide  acétique-Eau (100-25-10-10-11) 

Plazonic et al., 2009 

 

         A l’issus de ces essais préliminaires nous avons retenu le mélange Dichlorométhane-

Méthanol-Eau (85 :15 :1,5) pour les feuilles d’O.europaea L et Ethyle acétate-

Dichlorométhane-Acide acétique-Acide formique-Eau (100 :25 :10 :10:11) pour les feuilles, 

les graines et les pulpes de C.siliqua L.  

 

• Dépôt de l’échantillon 

        20 µl de chaque extrait sont déposés à l’aide d’une micropipette en évitant l’étalement du 

produit ; en parallèle, des standards : rutine, quercétine, acide caféique, acide gallique et acide 

tannique  (10 ul à raison de 5mg/ml) ont été déposés. 



                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    Matériel et MéthodesMatériel et MéthodesMatériel et MéthodesMatériel et Méthodes    

 

26 

 

 

• Développement et élution   

         Les plaques chargées d’échantillons sont séchées à lair libre et  déposées dans la cuve 

qui est fermée immédiatement à l’aide d’un couvercle adhésif. Lorsque l’élution atteint 

presque le bord supérieur à 1cm, les plaques sont retirées de la cuve et le front du solvant est 

marqué à l’aide d’un crayon. Après séchage à l’air libre, la révélation des taches est d’abord 

réalisée sous la lumière UV à   nm. le Rf correspondant à chaque tache est calculé. 

 

 

 

 

 

Tel que : 

h: Distance parcourue par le constituant 

H: Distance parcourue par le solvant 

 

• Révélation chimique 

         Cette révélation consiste à pulvériser la plaque une fois séchée avec une solution de 

vanilline sulfurique (0,1 g de vanilline + 28 ml de méthanol+ 1 ml d’acide sulfurique). La 

vanilline permet de détecter les différentes fractions (identifiées par leurs couleurs) après 

passage des plaques à l’étuve (110°C 10 à 15 mn) . 

  

• Récupération des fractions chromatographiques  

          Les différentes taches correspondantes aux différentes fractions ont été délimitées et 

récupérées en même temps que la silice à l’aide d'une spatule. Une quantité de méthanol 

absolue (deux fois le volume de la silice grattée) est ajoutée à ce mélange (fraction + gel de 

silice) et l’ensemble est agité pendant 15 minutes à la température ambiante. Le surnageant 

correspondant à la  fraction souhaitée est séparé de la silice par centrifugation (4600 tours par 

mn pendant 15 mn)  et conservé à 4°C. 

 

 

 

 

 

Le rapport frontal (Rf) = h / H 
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V.5. Activité antibactérienne des extraits et fractions chromatographiques  

• Principe 

        La méthode repose sur la diffusion de l’extrait à partir des disques chargés et déposés sur 

le milieu solide, préalablement ensemencés par inondation avec une suspension bactérienne. 

L’extrait diffuse à partir du disque en créant un gradient de concentration faisant apparaître   

une zone claire. Plus la zone d’inhibition est grande, plus grande est la sensibilité de la souche 

bactérienne testée vis-à-vis de l’extrait étudié. 

 

• Mode opératoire 

        L'activité antibactérienne des extraits méthanoliques à reflux et leurs différentes fractions 

chromatographiques à été évaluée par la méthode de diffusion sur disque décrite par Falleh et 

al . (2008).  

 

        La souche de Pectobacterium .carotovorum ssp. atrosepticum utilisée provient de la 

Collection  Française des Bactéries Phytopathogènes (CFBP) d’Angers, France. Elle est 

conservée dans le milieu levure Peptone (LPA). 

         La suspension bactérienne à été préparée à partir d’une culture pure de 18 h à 24h sur 

milieu  King B. Quelques  colonies ont été prélevées à l’aide d’une anse de platine et mises en 

suspension dans 9ml d’eau distillée stérile .Cette suspension bactérienne est ajustée (ajout de 

la culture bactérienne ou ajout de l’eau physiologique) jusqu’à obtention d’une densité  de 108 

UFC/ml, correspondant à une DO de 0,1 à 600 nm (Soberon et al ., 2006). une dilution 

décimale (1/100) à été réalisée dans l’eau distillée stérile pour avoir un inoculum de 

106UFC/ml .  

 

           Les surnageants des fractions récupérées sont concentrés sous vide jusqu' à  

évaporation totale du  méthanol et les  résidus secs obtenus sont  ensuite solubilisés dans 1ml 

de DMSO stérile. Les extraits méthanoliques sont également solubilisés dans le DMSO stérile 

à raison de 100 mg/ml. Tous les extraits et les fractions ainsi préparés sont conservés à 4°C.  

 

         Le milieu Mueller Hinton (MH) préalablement stérilisé  est coulé en boites de pétri sur 

une épaisseur de 4 mm. Après solidification, 1 ml de la suspension bactérienne est 

ensemencée par inondation et l’excès était éliminé à l’aide d’une micropipette. 20 µl  

d’extraits méthanoliques  à reflux ont été déposés sur des disques de papier watman de 6 mm 
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de diamètre .Quant aux volumes déposés par les fractions, ils varient  de 13,6 à 77µl afin 

d’obtenir 1mg/disque, le DMSO stérile  est utilisé comme contrôle négatif. 

 

         Après 18 à 24 heures d’incubation à l’étuve (28°C),  le diamètre des zones d’inhibition 

auteurs des disques est mesuré au  moyen d’un pied à coulisse. Chaque test à été effectué trois 

fois.  

 

VI. Etude statistique   

          Le traitement statistique des résultats est effectué par une analyse de variance «ANOVA» 

et comparaison de moyennes à l’aide du logiciel STATISTIX 7, Les différences sont 

significatives à (p<0,05). 
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VII. Résultats et discussions 

VII.1.Teneur en composés phénoliques  

VII.1.1.Teneur en phénols totaux solubles  

Les résultats (figure 5) montrent une grande variabilité de teneur en phénols totaux 

solubles de nos échantillons liée au substrat végétal  lui-même, à la technique d’extraction et au 

solvant utilisé : 28,7 à 220,7mg Eq AG/g échantillon pour les feuilles de C.siliqua L, 18 à 104 

pour les feuilles  d’O.europaea L, 2,5 à 10,9 pour les gaines et 0,25 à 1,06 pour les pulpes de 

C.siliqua L. 

 

Quelque soit la technique et le solvant d’extraction utilisés, les feuilles de C.siliqua L 

s’avèrent significativement (P<0,05) plus riches en phénols totaux solubles que les feuilles 

d’olivier (220,7 contre 85 et 104 respectivement pour  Chamlal et Aimel). Les graines et pulpes 

de caroubier sont les moins riches en phénols totaux solubles.  

 

Quelque que soit l’échantillon considéré, l’utilisation du système à reflux avec du 

méthanol absolu comme solvant permet une extraction significativement plus élevée (P<0,05) 

des phénols totaux solubles que la technique de macération (méthanol ou acétone aqueux).Les 

teneurs sont en effet multipliées par 2.8 à 5.2 pour les feuilles d’olivier, par 3.5 à 7.7 pour les 

feuilles de C .siliqua L et par 1.7 à 4.4 pour pulpes et graines de caroube. De même nous 

notons chez O.europaea L, que la variété Aimel est significativement plus riche (P<0,05) en 

phénols totaux solubles que la variété Chamlal  lorsque l’extraction méthanolique à reflux ou 

par macération  (avec de l’acétone) est utilisée. 

 

  Pour la même technique d’extraction (macération), l’acétone aqueuse extrait plus de 

composés phénoliques que le méthanol aqueux. Les augmentations enregistrées varient de 59% 

à 63% pour O .europaea L  et 121% à 180% pour C .siliqua L. 

 

VII.1.2.Teneur en flavonoïdes  

         Pour les flavonoïdes ( figure 6) , nous notons la même variabilité de teneur que pour les 

phénols totaux solubles : 0,10 à 3,73 mg Eq Q /g d’échantillon pour les extraits de feuilles 

d’O.europaea L, de feuilles et du fruit (pulpe et graine) de C.siliqua L.  
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extraits de feuilles de C .siliqua

extraits  des  feuilles d’ O .europaea
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d’échantillon ). Les pulpes du fruit de

0,03 mg Eq Q/ g d’échantillon

           Pour la même espèce végétale, l’extraction à reflux s’accompagne d’une augmentation 

significative (P<0.05) des teneurs en 

pour O.europaea L, 1.8 à 3.2 pour les feuilles de caroubier et 

de caroube. 

          L’acétone s’est avéré également meilleur extracteur que le méthanol dans la technique 

d’extraction par macération. Les teneurs sont augmentées

d’O.europaea L contre 75% pour

caroube qui manifestent les plus fortes augmentations

multipliées par 3 à 4.6. 

                    Figure 5.Teneurs en phéno
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Les teneurs les plus élevées en flavonoïdes (P<0,05) se retrouvent  au niveau des 

.siliqua L (1,16 à 2,03 mg Eq Q/ g d’échantillon ), suivi de prés par les 

.europaea L  de  la  variété « Aimel » ( 1,01 à 1,93 mg Eq Q

riété « Chamlal  » qui varient de  ( 0,81 à 

). Les pulpes du fruit de C .siliqua L  présentent des teneurs  plus faibles  (0,01

mg Eq Q/ g d’échantillon) que celles des graines (0,12  à  0,56 mg Eq Q/ g d’échantillon

Pour la même espèce végétale, l’extraction à reflux s’accompagne d’une augmentation 

<0.05) des teneurs en flavonoïdes. Ces dernières sont multipliées par 1.5 à 3.2 

, 1.8 à 3.2 pour les feuilles de caroubier et 2.3 à10 pour les graines et pulpe

L’acétone s’est avéré également meilleur extracteur que le méthanol dans la technique 

d’extraction par macération. Les teneurs sont augmentées de 90% pour les feuilles 

% pour les feuilles de C .siliqua L; ce sont les graines et pulpes de 

les plus fortes augmentations : les teneurs en 

.Teneurs en phénols totaux (mg Eq AG /g d’échantillon). 

Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes entre elles
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Teneurs en flavonoïdes (mg Eq Q /g d’échantillon
Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes entre elles 

Les différents dosages réalisés confirment la présence de phénols totaux et

s substances est en accord avec les données de nombreux auteurs 

pour les feuilles d’olivier (Martin-Garcia et al.,2003 ;Furneri et al., 2004  

.,1997 ;Kumazawa et al ., 2002 ;Makris et Kefalas ,2004

; Gohar et al.,2009 ). 

es composés phénoliques se répartissent qualitativement et quantitativement  avec de 

chez les différentes espèces végétales qu’à l’échelle de la plante elle même

Globalement, nos données analytiques s’intègrent dans l’intervalle de 

par la bibliographie. 

Nos données pour les feuilles de C.siliqua L  s’accordent avec  

(2002), où les teneurs en phénols totaux des feuilles sont plus élevées que celle du 

même, les teneurs enregistrées pour O.europaea L sont similaires à celles rapportés par 

et al ., 2005 ; Lee et al., 2009). La variabilité de teneurs en phénols 

entre Chamlal et Aimel n’est pas étonnante. Des observations similaires 

et al. (2009) pour la variété Chetoui  et Zarrazi
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Il est difficile de comparer nos données à celles de la bibliographie  . Le contenu en 

composés phénoliques est sous très forte influence liée au végétal et aux conditions 

d’extraction ( Shi et al.,2003 ; John et al.,2006 ; Contini et al .,2008). 

 

L’extraction n’est pas qu’une étape de transformation de la matière première végétale 

en un extrait ou un produit pur (Guerrero et al., 1996). Son but est de faire diffuser les 

composés phénoliques présents dans cette matière végétale dans la phase liquide (Escribano-

Baillon et  Santos-Buelga , (2003). Ryan et al. (2002) notent que l’extraction des composés 

phénoliques de leur matrice naturelle est compliquée par leur diversité et leur sensibilité à 

l’oxydation et l’hydrolyse. 

 

L’extraction solide-liquide est obtenue par diffusion des éléments chimiques de 

l’échantillon vers le solvant. La principale différence entre les deux systèmes utilisés réside 

dans le chauffage pour le système à reflux. L’action variable de la température est en effet 

rapportée par différents auteurs. 

 

Les différences observées entre l’acétone-eau et méthanol-eau traduisent une sélectivité 

d’extraction  pour ces deux solvants. Le solvant utilisé est en effet reconnu comme des 

principaux facteurs affectent la quantité et le taux des polyphénols extraits grâce à la polarité 

du solvant et la solubilité  des composés phénoliques dans ce dernier (Tabart et al., 2010). 

 

Ce plus grand pouvoir extracteur de l’acétone est lié à sa capacité à lyser les membranes 

cellulaires et à libérer les composés en augmentant leur taux de diffusion et d’extraction 

(Robard, 2003) . 

 

Le méthanol est le meilleur solvant pour extraire les catéchines. De par sa polarité est 

plus efficace pour extraire les phénols attachés à la matrice fibreuse (Tabert et al., 2007). 

L’acétone est plus efficace pour extraire les composés anthocyaniques et les composés 

phénoliques liés à la matrice protéique . 
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VII.2.Analyse des chromatogrammes par CCM 

L’analyse chromatographique des différents extraits a mis en évidence la présence de 

nombreux spots variables.  

 Le nombre de spots varie en fonction des échantillons testés et du système d’élution 

utilisé (Tableau IV), En effet, Ribéreau Gayon, (1965) a rapporté que  les valeurs de Rf sont 

propres à chaque  composé phénolique et système d’élution. 

 Ces spots se distinguent également entre eux par la valeur du rapport frontale (Rf) et 

leur coloration après révélation pour chacun des différents échantillons. 

 Pour les feuilles d’olivier, le nombre de spots fractionnés est variable en fonction du 

système d’élution utilisé. Il passe de 19 spots avec le système A à 9 spots avec le système B. Le 

premier système a également permis une très bonne séparation de nombreuses fractions 

contenues dans les extraits méthanoliques des feuilles d’olivier. Une analyse de l’ensemble des 

chromatogrammes nous a permis de séparer 19 composés de Rf différents ce qui correspond à 

environ 60% des fractions qui existent  habituellement dans les feuilles d’olivier. En effet, le 

nombre totale de fractions différentes rapporté par de nombreux auteurs est d’environ 32 (Ryan 

et Roberd ,1998 ;  Bianco et Ucella , 2000 ;Ryan et al., 2000 ; Somova et al ., 2003 ; Bendini et 

al ., 2007 ).  

 Par ailleurs, en utilisant le deuxième système B, nous avons pu mettre en évidence une 

fraction de Rf 0,47 qui correspond au même Rf du standard utilisé qui est la rutine. Celle-ci n’a 

pas pu être mise en évidence en utilisant le premier système A. 

 Beaucoup d’autres fractions n’ont pas pu être mise en évidence par CCM. Les autres 

systèmes d’élution utilisés ne nous ont pas permis un bon fractionnement des extraits par 

conséquent ne peuvent pas nous renseigner davantage sur la présence d’autres spots.  

 Mis à part les systèmes A et B, les 7 autres systèmes n’étaient pas efficaces pour 

fractionner et mettre en évidence d’autres composés. En revanche, les deux systèmes utilisés 

précédemment (A et B) pour les feuilles d’olivier n’ont pas permis une bonne séparation des 

fractions contenues dans l’extrait de feuilles de caroubier  
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Tableau  IV : Fractionnement par CCM des extraits 

Fractionnement des extraits de feuilles de caroubier  
(B) ( C ) (D)   ( E) (F)  (G)   (H) 

T Rf L J R v T Rf L J R v T Rf L J R v T Rf L J R v T Rf L J R v T Rf L J R v T Rf  L J R v 

T0 0 Mf Rf T0 0 M R T0 0 Gf Rf T1 0,11 J  Mf T1 0,7 G G T0 0 M R T1 0,11 J  Mf 

T1 0,5 Jc J T1 0,4 I   Mc T1 0,26 J I T2 0,19 J M T2 0,81 J Jc T1 0,25 I M T2 0,19 J M 

T2 0,59 J J T2 0,61 G Mc T2 0,28 Jf J T3 0,23 I Mac T3 0,88 J Jc T2 0,52 Jc Jc T3 0,23 G Mac 

T3 0,77 Jf Ma T3 0,63 J Mf T3 0,39 Jf Jf T4 0,44 I Mac T4 0,93 J Jc T3 0,66 Jf Jf T4 0,44 I Mac 

T4 0,89 Gc I T4 0,82 G G T4 0,51 Jf Jc T5 0,51 I Bc T5 0,97 G G T4 0,77 J J T5 0,51 I Bc 

T5 0,93 J Vi         T5 0,74 Gc I T6 0,66 I Vic         T5 0,87 I G T6 0,66 I Vic 

T6 0,94 V G         T6 0,78 Gc I T7 0,73 Vc G         T6 0,95 I Ma T7 0,73 Vc G 

                T7 0,8 Gf G T8 0,75 Vc G         T7 0,98 V G T8 0,75 Vc G 

                T8 0,97 I Vi T9 0,91 I  Vi                 T9 0,91 J  Vi 

                T9 0,98 V G T10 0,96 V  G                 T10 0,96 V  G 
                                                        
Systèmes d’élution : (A) Dichlorométhane-Méthanol-eau (85-15-1,5) ,(B) Ethyle acétate-Méthanol-Acide formique-Eau (100-13,5-2,5-10) , (C) Dichlorométhane-Acide acétique-
Eau (50-45-15), ( D)  Ethyle acétate-Dichlorométhane –Acide formique-Acide acétique-Eau(100-25-10-10-11) ,(E) Chloroforme-Méthanol-Acide acétique-Eau (100-15-0,5-0,3) , 
(F) Ethyle acétate-Acide formique-Acide acétique-eau (51-11-11-27), (G) Chloroforme-Méthanol-Acide acétique -Eau (60 :30 :8 :6),(H) Ethyle acétate-Méthanol-Eau (100-16,5-
13,5) . 
Couleur : (B) Bleu , (Bc) Bleu claire,  (Bf) Bleu foncé ,(I) invisible, (J) jaune ,(Jc) jaune claire ,(Jf) jaune foncé , (Jv) jaune verdâtre, (Jo) jaune orangé , (I ) Invisible,(G) grise 
,(Gc) grise claire, (Gf)  grise foncé, (Ma) mauve , (Mac) mauve claire, (M)  marron,(Mc)  marron claire, (Mf)   marron foncé,( R) rouge ,(Rc) rouge claire ,(Rf)  rouge foncé ,(Vi)  
violet , (Vic) violet claire,(Vif)   violet foncé,(V) vert, (Vc) vert clair. (T)Tache, (LJ)  Couleur à la lumière du jour, (Rv) Couleur après révélation à la vanilline sulfurique. 
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Tableau IV  (suite) : Fractionnement par CCM des extraits 

Fractionnement des extraits de feuilles d'olivier 
(A) (B) (C ) (D) (E ) (F) (G) ( H) 

T Rf 
L 
J R v T Rf 

L 
J R v T Rf 

L 
J R v T Rf 

L 
J R v T Rf 

L 
J R v T Rf 

L 
J R v T Rf 

 L 
J 

R 
v T Rf 

 L 
J 

R 
v 

T1 0,11 Jf J T1 0,42 J I T1 0,74 I M T1 0,04 Jc J T1 0,11 Jf J T1 0,7 J Jf T1 0,25 I M T1 0,56 I Jc 

T2 0,16 Jc J T2 0,47 J J T2 0,86 I M T2 0,39 Jo J T2 0,21 Jc Jv T2 0,8 J J T2 0,48 Jc Jc T2 0,63 I Jv 

T3 0,26 Jf Jv T3 0,49 I G T3 0,89 J Mc T3 0,48 J Jv T3 0,42 I Ma         T3 0,63 Jf Jo T3 0,93 Jf Vi 

T4 0,31 I Gf T4 0,59 J Jv T4 0,93 G Mf T4 0,67 I M T4 0,51 I B         T4 0,7 Jc Jc T4 0,96 V G 

T5 0,33 I Ma T5 0,64 I Ma T5 0,98 I   Vi  T5 0,82 I G T5 0,56 I G         T5 0,98 V G         

T6 0,37 Jc Gc T6 0,78 I Vic         T6 0,97 I Vi T6 0,73 I Bf                         

T7 0,43 I Ma T7 0,84 M B         T7 0,98 V I  T7 0,83 J Vi                         

T8 0,46 I B T8 0,94 Jf Vi                 T8 0,96 Vf     G                           

T9 0,49 I Gf T9 0,97 V G                                                 

T10 0,54 J M                                                         
      B                                                         

T11 0,58 I G                                                         

T12 0,6 I G                                                         

T13 0,66 I Gc                                                         

T14 0,73 Jf Vif                                                         

T15 0,76 I Vic                                                         

T16 0,79 I Ma                                                         

T17 0,85 I Bc                                                         

T18 0,91 I Ma                                                         

T19 0,96 V G                                                         
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Tableau IV  (suite) : Fractionnement par CCM des extraits 

Fractionnement des extraits de graine de caroube  
B C  D E F  G 

T Rf  L J R v T Rf L J  R v T Rf  L J R v T Rf L J R v T Rf L J R v T Rf L J R v 

T1 0,65 Jc I T1 0,4 I Mc T1 0,06 J J T1 0,19 J Mf T1 0,7 Jf Jc T1 0,06 I Mc 

T2 0,76 Jf J T2 0,93 Gf M T2 0,39 Jc Jc T2 0,23 G Mc T2 0,76 I R T2 0,16 I Mc 

T3 0,81 Jc I T3 0,98 I Vi T3 0,51 Jf Jf T3 0,44 I Mac T3 0,86 I Jc T3 0,25 Jc Mf 

T4 0,89 G I       T4 0,59 Jc Jc T4 0,66 I Mac T4 0,98 G I  T4 0,52 J I 

T5 0,94 I Vic       T5 0,77 J I T5 0,91 I  Mac           T5 0,77 Jf Jf 

             T6 0,8 Gc G T6 0,96 I  Vi         T6 0,79 I Ma 

            T7 0,84 I Ma                 T7 0,95 I Ma 

            T8 0,9 I G                 T8 0,98 I Ma 

                T9 0,96 I Vi                         
Fractionnement des extraits de pulpe de caroube  

T1 0,89 G I T1 0,4 I Mc T1 0,49 G I T1 0,23 G Mc T1 0,33 I Mf T1 0,25 I Mf 

        T2 0,61 I Mc T2 0,8 Gc G T2 0,66 I Mac T2 0,51 I Mc T2 0,43 I Mc 

                                T3 0,7 Gc I T3 0,95 I Ma 
 
Systèmesd’élution : (A) Dichlorométhane-Méthanol-eau (85-15-1,5) ,(B)Ethyle acétate-Méthanol-Acide formique-Eau (100-13,5-2,5-10) , (C)Dichlorométhane-Acide 
acétique-Eau (50-45-15),( D)  Ethyle acétate-Dichlorométhane –Acide formique-Acide acétique-Eau(100-25-10-10-11) ,(E)Chloroforme-Méthanol-Acide acétique-Eau (100-
15-0,5-0,3) , (F)Ethyle acétate-Acide formique-Acide acétique-eau (51-11-11-27), (G)Chloroforme-Méthanol-Acide acétique -Eau (60 :30 :8 :6),(H)Ethyle acétate-Méthanol-
Eau (100-16,5-13,5) . 
Couleur : (B) bleu , (Bc) bleu claire,  (Bf) bleu foncé ,(J) jaune ,(Jc) jaune claire ,(Jf) jaune foncé , (Jv) jaune verdâtre, (Jo)jaune orangé , (I ) Invisible,(G) grise ,(Gc) grise 
claire, (Gf)  grise foncé, (Ma) mauve ,(Mac) mauve claire , (M)  marron, (Mc)  marron claire, (Mf)   marron foncé,( R) rouge ,(Rc) rouge claire ,(Rf)  rouge foncé ,(Vi)  violet , 
(Vic) violet claire,(Vif)   violet foncé,(V) vert, (Vc) vert clair. . (T)Tache, (LJ)  Couleur à la lumière du jour, (Rv) Couleur après révélation à la vanilline sulfurique. 
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Quant aux autres systèmes utilisés pour les feuilles de caroubier, le nombre de spots 

séparé passe de 4 avec le système C à 9 avec le système D et à 10 avec le système E.  

Cependant même si ce dernier met en évidence un spot supplémentaire, la majorité était 

invisible à la lumière du jour. Ce qui rend difficile leur récupération. Pour les graines le nombre 

de spot passe de 03 pour le système C à 09 pour le système D. 

Le nombre de spots observé sur  le chromatogramme de l’extrait  méthanolique de la 

pulpe est de 1en utilisant le système (B) , de 2 avec les système (D, C et E) et 3 spots avec les  

systèmes  F et G. 

Compte tenu des premiers résultats obtenus et après analyse des différents 

chromatogrammes obtenus en utilisant les 09 différents systèmes, nous avons opté pour le 

choix suivant :  

Système A : Dichlorométhane-Méthanol-Eau (85- 15-1,5)  

Système B : Ethyle acétate-Méthanol-Acide acétique-Acide formique (100-13,5-2,5-10)  

Système C : Ethyle acétate-Dichlorométhane-Acide acétique-Acide formique-Eau (100-25-10-

10-11)  

VII.2.1.Analyse de fractions obtenues dans les feuilles d’olivier 

Le système Dichlorométhane-Méthanol-Eau (85- 15-1,5) a permis de mettre en 

évidence un profil chromatographique dans lequel de nombreuses fractions ont été bien 

séparés.  En comparant ce profil avec celui décrit dans la pharmacopée française, le spot n° 3 

ayant un Rf  de 0,26 et une couleur jaune verdâtre après révélation à la vanilline correspondrait 

à l’Oleuropeine qui selon de nombreux auteurs représente la fraction majoritaire des feuilles 

d’olivier (Tutour et  Guedon, 1992 ; Pereira et al. ,2007 ; Atiok et al ., 2008 ; Lee  et al ., 2009 ; 

Long et al ., 2010 ).   

 

Les travaux menés par de nombreux chercheurs ont montré que l’oleuropéine est 

toujours considérée comme étant le composé majoritaire des extraits de différentes variétés de 

feuilles d’olivier ; 60-90 mg/g de MS selon Tutour et Guedon. (1992), 73% selon Pereira et 

al.(2007), (29%) selon Atiok et al .(2008) et 110 mg/g de MS selon Long et al . (2010). 
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Etant majoritaire et connue pour ses nombreuses propriétés antimicrobiennes, elle a été 

sélectionnée pour le test  antibactérien.  

 

Naturellement, la quantité élevée d’oleuropeine dans les feuilles d’olivier est influencée 

par des facteurs génétiques, des facteurs environnementaux, la répartition géographique  et la 

maturation  des feuilles (Ranalli et  al., 2006). 

 

 Même si le système G  n’a pas été retenu pour la suite de travail, il nous a permis de 

mette en évidence une fraction de Rf égale à 0,63. Cette fraction a été également mise en 

évidence par Long et al . (2010) en utilisant le même système  qu’il a identifiée comme étant 

l’oleuropéine. Dans la même étude , ce système a également permis de mettre en évidence la 

présence de la verbascoside avec un Rf de 0, 34 et une très faible intensité presque invisible qui 

n’apparait malheureusement pas dans le profil que nous avons obtenu. L’absence de ce 

composé ou du moins, la non révélation de cette fraction pourrait s’expliquer par sa faible 

teneur comparée à l’oleuropeine. Probablement le dépôt effectué n’était pas suffisant pour 

permettre sa révélation.   

 Une autre fraction a été mise en évidence en utilisant le système B. Elle est 

caractérisée par une couleur jaune et un Rf 0,47 identique au standard utilisé qui est la rutine. 

Ormis la rutine, toutes les autres molécules extraites des feuilles d’olivier sont séparées 

avec le système A .En plus de l’oleuropéine, un autre   spot n°1 de Rf égale à 0,11 et de couleur 

jaunâtre est observé à la lumière du jour et après révélation. Elle pourrait appartenir à la famille 

des flavonoïdes (L’Huillier, 2007). Cette fraction est sélectionnée et grattée pour le test 

antibactérien. Une autre fraction de Rf (0,16) ayant les mêmes caractéristiques que la fraction 

citée à été également mise en évidence. Vue sa faible intensité, elle n’a pas fait l’objet d’une 

sélection pour le test antibactérien.  

Les standards utilisés ne nous ont pas permis d’identifier les différentes fractions 

correspondantes aux flavonoïdes. 

 

La majorité des flavonoïdes issus de feuilles d’olivier a été fractionné en utilisant 

HPLC. Il s’agit de (la lutéoline-7-O-glucoside, la  lutéoline-7-O-rutinoside, l’apigénine-7-O-

glucoside, la rutine, la lutéoline et  l’apigénine) (Ficarra et al., 1991 ; Bravente-Garcia et al ., 

2000 ; Heimler et al.,2002 ; Pereira et al 2007 ; Hayes et al ., 2011). 
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Une troisième fraction n° 14  de Rf (0,73) caractérisée par une couleur jaune foncé à la 

lumière du jour et violette après révélation, caractéristiques des triterpènes comme décrit par 

(L’Huillier, 2007).  . Etant différente des autres fractions, nous l’avons sélectionnée pour les 

tests antibactériens.  

 

La présence des acides terpéniques tel que les acides masliniques dans les feuilles 

d’olivier à été rapporté par Guinda et al. (2006). D’autres composés terpéniques ont également 

été découvert dans les feuilles d’olivier tel que l’acide oléanolique, qui est présent sous forme 

libre et en  proportion considérable, qui peut  atteindre  3%  de matière sèche de feuille  (Albi et 

al., 2001 ; Guinda ,2006). La présence  des acides oléanolique et masliniques en surface des 

feuilles d’olivier, jouent un rôle de barrière physique  qui sert à prévenir  et éviter les microbes 

d’entrer à l’intérieur  des feuilles d’olivier  (Kubo et al ., 1985 ; Guinda ,2006 ). 

 

La Fraction n°5 présente les mêmes caractéristiques de l’acide caféique (une 

fluorescence bleu claire sous la lampe UV, un RF égale à 0,33 et une couleur mauve après 

révélation), suggérant son appartenance à ce type de composé. La présence d’acide caféique 

dans les feuilles d’olivier à été déjà rapporté (Bravente-Garcia et al ., 2000 ; lee et al ., 2009) 

.Selon lee et al.(2009) , l’acide caféique représente  0,31 mg/100g de MS de feuilles d’olivier . 

 

Beaucoup d’autres spots caractérisés par des couleurs allant de mauve et bleu après 

révélation avec des Rf différents sont également présents sur le même profil 

chromatographique. Selon la littérature peuvent correspondre à la classe des anthocyanidines 

aglycones ou glycosylés (Anderiambeloson et al., 1998 ) .Le cyanidine et le cyanidine 3-O-

glycoside sont parmi les anthocyanidines cités dans la littérature et qui sont présents dans les 

feuilles d’olivier. 

 

 Etant bien séparées, Ces trois fractions (n° 1, 3 et 14)  ont été sélectionnées et ont fait 

l’objet pour le test antibactérien. 

 On peut suggérer que la richesse des feuilles d’olivier en composés phénoliques pourrait 

être exploitée dans la protection des cultures contre les agents phytopathogènes.  
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VII.2.2.Analyse de fractions obtenues dans les feuilles, graines et pulpes de C .siliqua L 

 Nous notons la présence des fractions communes  au niveau des extraits méthanoliques 

de C.siliqua L (Feuilles, graines et pulpes du fruit). Leur profil est identique à celui de l’acide 

gallique et du dérivé issu de l’hydrolyse d’acide tannique avec le système D. En tenant compte 

de leur couleur grise à la lumière du jour et  leur Rf (0,80) ; nous suggérons  qu’elles pourraient 

correspondre à l’acide gallique. En effet , ce composé a été déjà mis en évidence  par  Avallone 

et al .(1997) , Corsi et al .(2002) , Owen et al.(2003) , Ayes et al .(2007) , Ortega et al.( 2009) 

et Custódio et al .(2011) dans la pulpe du fruit et par Papagiannopoulos et al .(2004) , Joslyn et 

al.(2006) et Klenow .( 2009) dans  la caroube entière et par Ben Hsouna et al ,(2011) et 

Eldahsen , 2010  dans les feuilles de caroubier  . Etant présent dans les trois produits issus de 

C.siliqua, cette fraction a été sélectionnée pour  le test antibactérien.  

 

 Selon Joslynet al. (2006), l’acide  gallique est présent  en grandes quantités  au niveau 

des gousses murs de C. siliquaL ; ce composé  peut être  le résultat d’hydrolyse  enzymatique  

des tannins hydrolysables localisés au niveau des gousses vertes, qui sont connus pauvres en ce 

composé. Dans les feuilles ainsi que dans les gousses murs ;  des dérivés de l’acide galliques 

sont également détectés tels que  l’épigallocatechine-3-gallate , l’épicatéchine- 3-gallate,1,6-Di-

O-galloyl-glucose ,1,2,6-tri-O-galloyl-glucose et 1,2,3 ,6-tétra-O-galloyl-glucose (Papagiann 

opoulos et al ., 2004 ;Ben hsouna et al.,2011 )  .  

 

 L’acide gallique est détecté dans les feuilles et pulpes  de C.siliquaL comme étant le 

composé majoritaire, qui est présent  sous  trois  formes libre, estérifié et glycosylé (Corsi et 

al., 2002 ; Ayes et al., 2007). Fadel et al. (2011a b) ont montré que les extraits des pulpes sont  

plus riche , qualitativement et quantitativement en acide phénolique simples et acide gallique 

comparé à  ceux des graines . L’acide coumarique et l’acide gallique sont les acides 

phénoliques majoritaires identifiés aussi bien dans les extraits des pulpes que dans ceux des 

graines.  

 

Une autre fraction de couleur identique à celle décrite précédemment mais de  Rf égal à 

0,49 a été mise en évidence dans l’extrait de pulpe du fruit de C.siliqua L. Selon le 

chromatogramme obtenu, elle  pourrait correspondre aux drivés d’hydrolyse de l’acide tannique 

par le système D. Ce dernier pourrait être probablement à l’origine de l’hydrolyse  acide sur 
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l’acide tannique (Penta-galloylglucose). Ce composé a été aussi sélectionné pour le test 

antibactérien. 

 

 D’autres fractions n° 2 , 3 et 4 de Rf respectifs à (0,28 , 0,39 et 0,51) au niveau des 

feuilles de caroubier et des fractions n°1 , 2 , 3 et 4 de Rf respectifs à ( 0,06, 0,39, 0,51et 0,59) 

au niveau des graines de caroube ayant des couleur jaunâtre avant et après révélation ont été 

analysé. Elles semblent avoir les mêmes caractéristiques des flavonoïdes comme décrit par 

L’huillier. (2007). Les fractions de Rf de 0,39 et 0,51 sont présentes dans les graines et feuilles 

avec une intensité différente .Ces fractions ont fait l’objet d’une sélection pour un test 

antibactérien. 

 

 En plus de la richesse des extraits méthanoliques des feuilles et graines en flavonoïdes, 

elles contiennent également d’autres composés qui se sont révélés en taches de couleur 

violettes par la vanilline sulfurique (n° 8, Rf de 0,97) pour les feuilles et (n° 9, Rf de 0,96) pour 

les graines, ces dernières  pourraient correspondre aux triterpènes, monoterpènes  stéroïdes et 

caroténoïdes (Jork et al., 1994 ; L’huillier, 2007 ) .  Ceci montre la richesse de C.siliqua L  en 

composés  terpéniques confirmée récemment par Ben-Hsouna et al. (2011b) qui  ont  détecté la 

présence de différents  huiles essentielles au niveau de la caroube entière et ils ont  estimé 

d’environ 25 composés, tels que  les monoterpènes (1,19%).  

 

Une autre fraction  F0 est présente dans les  feuilles de C.siliqua L de coloration  rouge 

après révélation à la vanilline sulfurique. Etant donné que cette fraction n’a pas pu migrer, elle 

pourrait correspondre aux composés de haut poids moléculaire. Selon certains auteurs, la 

couleur observée est caractéristique des catéchines et tannins condensés (Andriambeloson et al 

., 1998 ; Maoela et al .,2009 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        
 

 

 

VII.3. Effets des extraits et fractions sur 

VII.3.1.Activité antibact érienne des extraits bruts.

La figure 7 illustre l’effet des extraits bruts sur 

concentration de 100 mg/ml, tous les extraits

antibactérienne à l’égard de  Pectobacterium

 

 

   Figure .7 : Effet antibactérien des Feuilles de  

 

L’analyse statistique de nos résultats montre une variabilité significative (P< 0,05) de 

l’effet des extraits utilisés (Figure
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une zone d’inhibition de 22,47mm de diamètre.

 

- Les extraits d’0. europaea

0,05) d’activité antibactérienne  entre eux.

12,34 mm respectivement.  

 

              - les extraits des pulpes et graines 
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Effets des extraits et fractions sur Pectobacterium atroseptica (Pca)

érienne des extraits bruts. 

illustre l’effet des extraits bruts sur Pca. Nos résultats montrent qu’à la

mg/ml, tous les extraits méthanoliques testés présentent une activité 

Pectobacterium carotovorum ssp. Atrosepticum

antibactérien des Feuilles de  Ceratonia siliqua L et d’Olea europaea

statistique de nos résultats montre une variabilité significative (P< 0,05) de 

l’effet des extraits utilisés (Figure 8) et classe ces derniers en trois groupes 

l’extrait de feuilles de C.siliqua L exerce le  pouvoir antibactérien le plus puissant avec 

une zone d’inhibition de 22,47mm de diamètre. 

europaea L (Aimel et Chamlal) ne manifestent pas de différence (P> 

0,05) d’activité antibactérienne  entre eux. les diamètres des zones d’inhibition 

les extraits des pulpes et graines C.siliqua L affichent le plus faible pouvoir 

(7,90 et 8,93 mm respectivement pour graines et pulpes). 

L Feuilles de Feuilles d’O. europaeaL 
Variété Aimel 
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Figure 8. Evaluation de
Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes entre elles (P<0,05).
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Evaluation de l’activité antibactérienne des extraits méthanoliques
Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes entre elles (P<0,05).

 
Activité antibactérienne des fractions  

Les principales caractéristiques des différentes fractions testées sont résumées dans le tableau 

de la souche de pectobacterium (Figure 8) varie en fonction de la fraction 

Nos données expérimentales révèlent que deux fractions isolées 

1  et F 3) sont les moins actives : Pca s’est avérée  

présente la plus faible sensibilité à F3. 

s fractions issues de C.siliqua L manifestent un effet inhibiteur sur 

L’activité antibactérienne la plus marquée (P<0,05) est observée pour les fractions 

Chamlal feuilles Graine Pulpe
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l’activité antibactérienne des extraits méthanoliques 
Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes entre elles (P<0,05). 

différentes fractions testées sont résumées dans le tableau V 

en fonction de la fraction 
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Tableau V : Données sur les fractions chromatographiques testées 
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 Evaluation d’activité antibactérienne des fractions chromatographiques
Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes entre elles (P<0,05).
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Evaluation d’activité antibactérienne des fractions chromatographiques 
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L’analyse statistique de nos données montre des similitudes d’activité (P>0,05) de  

fractions d’origine diverses .Cette similitude est observée entre F2  (feuilles d’O.europaea) et F8   

(pulpe de caroube) avec des diamètres de 12,66 et 12,45 mm, respectivement. Dé même, F4et 

F12 (graine de caroube), F14 (pulpe de caroube) et F5 (feuilles de C.siliqua) manifestent la même 

activité (P>0,05). vis-à-vis de Pca ; le diamètre de la zone d’inhibition varie de  10,12 à 10,84 

mm. 

 Il en est de même pour les fractions de feuilles de C. siliqua L (F5,F6,F9  etF12) et de 

graines (F13) avec un diamètre de zone d’inhibition de 9,44 à 10,12 mm (P>0,05). 

 

Un  quatrième groupe de fraction (F5, F9 etF14) manifeste une plus faible activité (9,72 à 

10,59 mm).  

VII.3.3.Activités antibactériennes comparées des extraits et fractions. 

La comparaison de l’activité des extraits bruts avec les fractions correspondantes révèle 

les différences de comportement de Pca en présence de substances issues de C. siliqua L. 

Les extraits bruts de feuilles de C.siliqua L sont deux fois plus actifs que chacune des 

fractions testées (F5, F6 ,F9  et F12) alors que l’action des fractions de pulpe de caroube (F8 etF14) 

est plus marquée que l’extrait brut correspondant. Il en est de même  pour les différentes 

fractions des graines (F4,F7 , F10, F11 et F13). 

Discussion 

Les différents résultats de l’antibiogramme traduisent une activité antibactérienne des 

différents extraits vis-à-vis de Pca. L’expression d’une telle activité antibactérienne des extraits  

testés s’accorde avec les données de nombreux auteurs pour Olea europaea L (Aziz et al ., 

1998 ; Furneriet al ., 2004 ;Mossop ,2006 ; Chebaibi et al., 2007 ; Pereira et al ., 2007 ; Lee et 

Lee , 2010 ; Djenane et al., 2012) et Ceratonia siliqua L (Henis et al.,1965 ;  Tagari et 

al.,1965 ; Tassou et al., 1997; Kivaçk et al.,2002 ) . 

Ces chercheurs attribuent ce potentiel bioactif aux métabolites secondaires (dont les 

composés phénoliques) présents dans ces plantes et solubilisés par le solvant utilisé. Nous 

avons mis en évidence la présence de composés phénoliques dans chacun des cinq extraits 

testés et le potentiel antimicrobien de la majorité des composés identifiés dans les extraits 

d’O .europaea L et C.siliqua L est connu et largement rapporté par la bibliographie. 
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 Les composés phénolique peuvent provoquer des  dommage au niveau  de la  

membrane des cellules bactériennes (Juven et al., 1972) L'activité antibactérienne des 

flavonoïdes peut être expliquée par le mécanisme de toxicité vis-à-vis des microorganismes qui 

se fait soit par des interactions non spécifiques telles que l'établissement des ponts hydrogènes 

avec les protéines des parois cellulaires ou les enzymes , la chélation des ions métalliques, 

inhibition du métabolisme bactérien, la séquestration  de substances nécessaires à la croissance 

des bactéries (Karou et al, 2005).  

 

La sensibilité de Pca varie avec le type d’extrait utilisé. L’extrait de feuilles de 

caroubier affiche l’effet inhibiteur le plus marquée  comparativement aux extraits de feuilles 

d’olivier (Aimel et Chamlal) ; la plus faible activité est relevée avec les extraits de graine et 

pulpe de caroube. Une telle sensibilité variable est relevée pour Pcc  par Lagha (2007), Bechar 

(2008)  pour Pca et Moussa et  al . (2010). Nous avons noté que l’activité antibactérienne de 

nos extraits est d’autant plus marquée que leur teneur en composés phénoliques est plus élevée. 

 La nature des composés présents dans les extraits pourrait influer sur l’activité 

antibactérienne de ces derniers. En effet, les travaux de différents chercheurs (Skerget et al., 

2005 ;  Ayes et al ., 2007 ; Ortega et al., 2009 ; Eldahsan ,2010 ; Hayes et al ., 2010) ont 

montré de grandes différences dans la nature des composés phénoliques présents chez 

O.europaea L et C.siliqua L . Une différence d’action synergique de ces composés présents 

dans les extraits participerait à la variabilité de la sensibilité de Pca aux extraits testés. Comme 

le notent  Pereira et al. (2007) et Lee et Lee (2010), un extrait peut être plus efficace que  l’un 

de ses constituants pris isolement et la propriété bioactive de chaque composé peut changer en 

présence d’autres composés  de l’extrait.  Cette hypothèse se vérifie dans le présent travail si 

nous comparions entre eux les antibiogrammes des extraits et fractions chromatographiques.  

 

Chez C .siliqua L, les extraits bruts de feuilles manifestent une activité antibactérienne 

nettement plus élevée que celle notée avec chacune des quatre fractions testées ; pour les 

graines et pulpes de caroube , ce sont par  contre les fractions isolées qui affichent une activité 

plus élevée que les extraits correspondants. 

 Chez O.europaea L, l’activité de l’extrait brut est comparable à celle de la fraction F2 et 

supérieure à celle de F1 ; la fraction F3 ne manifeste aucun effet. Nos résultats s’accordent avec 

les données rapportées par différents chercheurs. Aziz et al. (1998), Pereira et al. (2007)  et  
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Henis et al. (1965) ont montré que différentes fractions isolées de divers extraits manifestent 

des différences d’activité antibactérienne vis-à-vis des mêmes souches bactériennes. Les 

travaux de Yahiaoui-Zaidi et al. (2007), Lagha (2007) et Bechar (2008) ont montré une 

variabilité de comportement de Pca et Pcc en présence d’acide gallique et acide tannique. Nos  

données sont en accord avec les résultats de recherche de Puupponen et al. (2001) et Lee et Lee 

.(2010). Ces derniers notent que  l’oleuropeine (principal composé phénolique des feuilles 

d’olivier) a montré une plus forte activité antibactérienne que l’acide caféique alors que la 

rutine et la vanilline n’exercent aucun effet. 

Nos résultats  sur CCM confirment cette hypothèse : la fraction F2  étant l’oleuropeine 

et la fraction F1  un flavonoïde. 

Les substances isolées des extraits de graine de caroube (F7 et F10) et de pulpe (F8) ont 

manifesté un pouvoir antibactérien plus élevé que l’extrait brut correspondant. En absence 

d’une identification plus précise des flavonoïdes présents dans chacune des fractions, il est 

difficile de comparer nos données à celles de la bibliographie. Nos données analytiques 

suggèrent que les différents flavonoïdes révélés par CCM exercent chacun une activité 

microbienne propre vis-à-vis de Pca .Cette hypothèse est en accord avec les observations  de  

Vander Watt et Pretorius.(2001) , Yi et al (2008) et Fausto et al. (2009). 

Les tests sur CCM nous ont permis de mettre en évidence la présence chez C.siliqua L 

d’acide gallique (F12, F13 et F14), d’un dérivé d’acide tannique (F8) et de 7 flavonoïdes (F4, F5, 

F6, F7, F9, F10 et F11). Si le dérivé d’acide tannique est relevé uniquement chez la pulpe de 

caroube, l’acide gallique est retrouvé dans chacun de 3 substrats (feuilles, pulpes et graines) de 

C. siliqua L avec une activité antibactérienne globalement similaire. Deux hypothèses peuvent 

être émises pour expliquer ces différences : 

           1- En accord avec les observations de différents auteurs, il s’agirait de molécules 

distinctes avec une activité antibactérienne  propre à chacune d’elles. 

           2- En absence de dosages quantitatifs de ces molécules, les variabilités d’effets  

pourraient traduire des apports différents en ces molécules. Il est connu en effet que l’activité 

anti microbienne des métabolites secondaires dépend des concentrations utilisées.  

Un effet combiné de ces deux hypothèses expliquerait les similitudes d’actions entre fractions. 
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Conclusion  

Les plantes restent toujours une source de principes actifs connus pour leurs propriétés 

thérapeutiques et phytosanitaires. Le présent travail a porté sur l’évaluation du pouvoir 

antibactérien d’une part d’extrait de plantes (Olea europaea L et Ceratonia siliqua L) vis-à-

vis de Pca et d’autre part de fractions de ces mêmes extraits isolées par CCM . 

 

L’évaluation du contenu en  phénols totaux et flavonoïdes dans nos substrats végétaux 

révèle leur  présence en  quantités importantes ; leurs teneurs varient en fonction de l’origine 

végétale et du solvant utilisé. D’autre part les feuilles de C.siliqua L  sont plus riches en 

composés phénoliques que les feuilles d’O.europaea L, pulpes et graines de caroube.  

 

Les analyses qualitatives effectuées par la chromatographie sur couche mince, ont 

montré la présence d’une multitude de variétés de composés dans les différents extraits 

d’O.europaea L et C .siliqua L. Après plusieurs essais, nous avons  retenu 3 systèmes 

d’élution. Le système Ethyle acétate –Dichlorométhane-Acide acétique- Acide formique –Eau 

(100-25-10-10-11) nous a permis de récupérer les fractions majoritaires des produits de 

C .siliqua L  et le système Dichlorométhane-Méthanol-Eau (85-15-1,5) nous a permis de 

récupérer celles des feuilles d’O.europaea L et le système Ethyle –acétate-Méthanol-Acide 

acétique-Eau (100-13,3-2,5-10) a permis de mettre en évidence la présence de la rutine dans 

les extraits de feuilles d’olivier.  

 

Les résultats de l’activité antibactérienne enregistrés dans cette étude révèlent la 

sensibilité variable de l’agent phytopathogène Pectobacterium carotovorum ssp. atrosepticum 

aux extraits testés et fractions chromatographiques isolées  par CCM. L’effet antibactérien le 

plus prononcé est observé avec les fractions issues des  graines du fruit (F7 et F 10), des 

feuilles d’O.europaea L (F2) et des pulpes du fruit (F8). 

 

Ces résultats témoignent de l’efficacité des extraits de plantes testés vis à vis de 

Pectobacterium atrosepticum qui est probablement due à leur richesse en composés 

phénoliques. Ainsi diverses applications des produits d’O. europaea L  et de C. siliqua L dans 

la protection des plantes contre les agents phytopathogènes peuvent être envisagées. 
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Il est nécessaire de poursuivre et approfondir ce travail de recherche par une 

identification et caractérisation approfondie des fractions isolées, ainsi que de leur potentiel 

antimicrobien. La recherche de nouvelles substances bioactives dans ces plantes mérite 

également une investigation pour une valorisation optimale des plantes utilisées. 
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Annexe I : Courbes d’étalonnage pour le dosage des composés phénoliques. 

 

 

 

 

                                               Y = 1,2251 x, R2 = 0,994 
 

Courbe d’étalonnage pour le dosage des phénols totaux. 
 

 

 

 

 

 

Y = 21,14x, R2 = 0,998 
 

Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoïdes. 
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Annexe II : Préparation des solutions et des milieux de culture 

 

� Solution de Na2Co3 (20%) 

La préparation se fait par dissolution de 20g de Na2Co3 dans 100ml d’eau distillée.. 

 

� Solution de AlCl3 (2%) 

2g de poudre de AlCl3 anhydre (AlCl3-H2O) dans 100ml de méthanol. 

 

 
Milieu King B 

Composition Par litre 

 

Peptone 

Phosphate de K dibasique (K2HPO4) 
Sulfate de Mg (Mg SO4, 7H2O) 

Agar 

Glycérol 

Eau distillée 

 

20g 

1,145g 

      1,5g 

15g 

10ml 

1000ml 

 

 
 

Milieu Levure Peptone Agar (LPA) 

Composition  Par litre 

Peptone 

Extrait de levure 

Agar 

Eau distillée 

 

5g 

3g 

15g 

1000ml 
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Annexe III   Tableau : Classification et activité antibactérienne  des composés phénoliques  
Classes de 

composés 
Structure générale Exemple de 

composés 
Substituant Activité 

antibactérienne 

A
ci

de
s 

ph
én

ol
iq

ue
s 

 
A

ci
de

 
ci

nn
am

iq
ue

 

 

Acide caféique 3,4-OH 
 
- Membrane cellulaire 
-Hyperacidification du 
cytosol 
-Altération de la pompe 
ATP   ase 
-Interaction avec les 
lipides et les protéines 
membranaires  

 
Acide sinapique 

 
4-OH, 3,5-OCH3 
 

 
A

ci
de

 
be

nz
oï

qu
e 

 

Acide gallique 3, 4,5-OH 

Acide salicylique 2-OH 

F
la

vo
no

id
es

 

 F
la

va
no

ls
 

   

Catéchine 5,7, 3’,4’-OH 
 

 

 

- Membrane cellulaire 

-Interaction avec les 

lipides membranaire  

-Intéraction avec les 

protéines membranaires 

-Paroi cellulaire 

-Synthèse d’ADN 

-Métabolisme cellulaire 

-Inhibition d’ADN 

gyrase      

(topoisomérase II) 

 

 

Epigallocatéchine 5,7,  3,’4’,5’-OH 

 
F

la
vo

ne
s 

 

Apigénine,  
 
5,7, 4’-OH 

Lutéoline 5, 7,3’ 4’-OH  

F
la

vo
no

l
s 

 

Kaempférol 5, 7, 4'-OH 

Quercétine 5, 7, 3', 4'-OH 

 
F

la
va

no
n

es
 

 
Hespéritine 

 
5, 7, 3'-OH, 4’-OCH3 

Naringine 
 
5, 4'-OH, 7-RHG 

 
Is

o 
fla

vo
ne

s 

 

Biochanine A 5, 7-OH, 4'-OCH3 

Génistéine 5, 7, 4'-OH 

A
nr

ho
cy

-
an

id
in

e 

 

Apigénidine 5, 7, 4'-OH 

Malvidine 
 
3, 5, 7, 4'-OH, 3’, 5’-
OCH3 

T
an

ni
ns

  
H

yd
ro

- 
ly

sa
bl

es
 

 

Gallotannin l’unité structurale 
de base est l’acide 
gallique  

-Activité anti-adhérence 
-Inhibition des 
protéines fonctionnelles 
-Inhibition des enzymes  
-Séquestration des ions    
métalliques 
 
  

Ellagitannin 

 
C

on
de

ns
és   

Proanthocyanidine 
L’unité structurale 
de base est la 
catéchine 

 
  RHG : Rhamnose-Glucose ; OH : groupement Hydroxyle ; OCH3 : groupement Méthyle 
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Annexe VI : 
 Principales utilisations  d’O. europaea L en médecine traditionnelle (Ross, 2005)  
 

Organe Propriétés/utilisation traditionnelles Préparation et/ou mode 
d’administration 

Pays 

F
euilles 

Hypertension, laxative  Décoction Orale Iran   

Hypertension, diurétique, 
hyperglycémie        

Orale  Brazil  

Traitement des dysenteries gastro-
intestinales, diabète, analgésique 

Orale  Espagne  

Hypotensive  Infusion (Fe / sèches) 
   

Italia 
  
-inflammatoire  

Traitement des hémorroïdes     Rectale, en association  avec 
les feuilles de thé de 
Foeniculum vulgare  

Iles de 
canari 

Antiulcéreux Cataplasme Oman 
Constipation, les douleurs du foie, les 
oblitérations intestinales, tonique                  

Usage interne  Maroc 

Les formes légères de diabète, 
hypotensive   

Orale Tunisie  

F
ruit 

Cholagogue, diurétique, hypotensive 
laxative, traitement des lithiases rénale  
et des obstructions intestinales  

                Oman et 
Italy 

Adoucir les membres fracturés, 
traitement des écorchures irrité, 
rhumatisme   

Usage externe   
F

ruits et 
graine 

Les foulures ou les entorses au pied Usage externe, poudre  Torque et  
Iran   

Otalgie, Émollient, adoucissant, 
prophylaxie pour les irritations causées 
par le bronzage  et les piqures des 
insectes, antichute 

Huiles, Usage externe    

  



Résumé 
Deux plantes ont été choisies Olea europaea L et Ceratonia siliqua L, afin de quantifier les principaux groupes 
de composés phénoliques, suivi du fractionnement et leur analyse par chromatographie sur couche mince  et de 
tester leur activités antibactériennes vis-à-vis Pectobacterium atrosepticum. Les résultats obtenus ont montré que 
les plantes étudiées renferment différentes catégories de composés phénoliques. Le fractionnement par CCM a 
permis de sélectionner 3 systèmes : Ethyle acétate-Dichlorométhane-Acide acétique-Acide formique-Eau (100-
25-10-10-11)  pour C .siliqua L (feuilles, graines et pulpes) et le système Dichlorométhane-Méthanol-Eau (85-
15-1,5) pour les feuilles d’O .europaea L. La présence de la rutine dans les feuilles d’olivier a été mise en 
évidence en utilisant le système Ethyle acétate-Méthanol-Acide acétique –Eau (100-13,5-2,5-10).L’extrait 
méthanolique des substrats utilisés et leurs fractions majoritaires correspondantes sont habiles à inhiber la 
bactérie et cette inhibition varie selon la partie de la plante et la fraction. 

Mots clés : Olea europaea L, Ceratonia siliqua L. composés phénoliques, CCM, P .atrosepticum 

Abstract 

Two plants have been chosen:Olea europaea L and Ceratonia siliqua L, in order to quantify the main groups of 
phenolic compounds, followed by fractionation and analysis by TLC and to test their antibacterial activities 
againstPectobacteriumatrosepticum. The results obtained showed that the plants studied contain different 
categories of phenolic compounds. The fractionation by TLC allowed us to select three systems: Ethyl acetate 
Dichloromethane-Acetic acid-formic acid-water (100-25-10-10-11) for C. Siliqua L (leaves, seeds and pulp) and 
the system dichloromethane-methanol-water (85-15-1,5) for  O. europaea L leaves . The presence of rutin in 
olive leaves has been demonstrated using the system Ethyl acetate-methanol-acetic acid-water (100-13,5-2,5-
10).The methanol extract of substrates and their majority corresponding fractions are skilful to inhibit grwth of 
bacteria and this inhibition varies depending to the  part of the plant and the  fraction.  

Keywords: Olea europaea  L, Ceratonia siliqua L. phenolic compound , TLC,P.atrosepticum 

 

البحث في ا"عشاب الطبية المحلية وقد اختير نوعين        إطارھذا العمل يدخل في    
تبعا بالفصل الكروماتوغرافي على قطع ملساء و تم تقييمھا ,العناصر الفينوليةلغرض ايجاد مجموعة  بتحديد فعاليتھا على   

اظھرت النتائج المحصل عليھا ان ا"عشاب تحتوي على  .     كبح النشاط البكتيري ضد                                          
سمحت طريقة الفصل الكروماتوغرافي باختيار ثEثة انظمة     .فئات مختلفة من المركبات الفينولية    

وقد ثبت وجود           في اوراق الزيتون باستخدام  ,بالنسبة لمنتجات الخروب ونظام            بالنسبة "وراق الزيتون 
العينات الكرماتوغرافية الموافقة لھا فعاليتھا علىاظھرت المستخلصات الميثانولية لھذه النباتات و ,   نظام                    

.ةكبح نشاط ھذه البكتيريا وھذا يختللف تبعا لجزء النبتة المستعملة و العين    
 

ا�ساسيةالكلمات   
 

,          ,لمركبات الفينوليةا ,                                ,                          
    

 
        

 

 

 

 

 

 

 ملخص

Olea europaea L و Ceratonia siliqua L 

 Pectobacterium atrosepticum 

rutine 

EA-D-AA-AF-E 

DME 

EA-M-AA-E 

Ceratonia siliqua L Olea europaea L TLC  P.atrosepticum 


