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Introduction

Introduction

Les plantes produisent une vaste et diversifié ganta composés organiques,
appelées métabolites secondaires, qui sont sowiéfiédremment répartis entre groupes
taxonomiques limitées dans le régne végétal. Ldarstions, dont beaucoup restent

inconnus, sont entrain d’étre élucidées avec wopENnce croissante.

Les produits naturels ou biopesticides issus demitex de plantes ont un usage
reconnu depuis I'Antiquité et font actuellementfet d’'un regain d’'intérét croissant dans le
monde entier du fait, notamment de |'écotoxicités geesticides de synthése. Outre leur
sélectivité remarquable envers leur cible, ils pnésnt 'avantage d’étre biodégradables. En
mettant en place une stratégie efficace qui vigaiter au maximum ['utilisation des produits

phytosanitaires, toutes les composantes de I'ét@sgsen bénéficient.

L’Algérie, compte une flore appartenant a plusietamilles botaniques plantes
meédicinales d’environs 3000 espéces a plusieurdléasnbotaniques. Parmi celles-€)Jea
europaeal ou olivier etCeratonia siliguaou caroubier, L sont deux plantes prometteuses
utilisés par les populations locales comme remegatitionnel pour le traitement de diverses
pathologies (anti-inflammatoires, antidiabétiquasti-oxydantes et antibactériennes). Les
différentes propriétés biologiques, notamment actérienne de ces plantes sont
essentiellement dues a leur richesse en compogé®lfues. Ces différents composés sont
également connus pour leur intérét dans la phygimlgégétale comme des composés de

défense de la plante contre les attaques des mien@smes, champignon et virus.

Les principaux composés phénoliques de I'oliviert $es alcools phénoliques, comme
I'hydroxytyrosol et tyrosol, secoiridoides comnwduropéine, et les dérivés de l'acide hydro
cinnamique comme le verbascoside et l'acide cadéidiioleuropéine étant le constituant
majeur phénolique des extraits de feuille d'oliviemviron 19% (p / p), doté d’'une gamme
d'activités biologiques. Les feuilles et fruits dwaroubier contiennent également des
composeées phénoliques (2 a 20% de M.S). La riehdssces plantes en composés connus
pour leur intérét dans la physiologie végétale centes composés de défense de la plante

pourrait étre exploitée et utilisée en phytopratectontre les microorganismes.

L’activité antibactérienne des extraits phénoligdeses deux plantes médicinales est
déja mise en évidence a I'égard des bactéries gatles & I’'homme, inclus les bactéries

Gram positifs et négatifE6cherichia coli Klebseilla pneumonje.etc) et antifongique vis-
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a-vis decandida albicangAziz et al,, 1998 ; Tassoat al., 2002) . Mais peu de travaux ont
eu pour objectif d’étudier leur effet en phytopadtigie; en effet les travaux menés
précédemment sur le potentiel antimicrobien demgstaqueux de feuilles d'olivier et les
extraits de fruit et de feuilles de caroubier orintné que ces derniers seraient efficaces a
I'égard dePectobacterium carotovorusspatrosepticunet Pectobacterium carotovorussp
carotovoruminféodés a la pomme de terre (Lagha, 2007 ; Yahiaaidi et al 2007 ; Bechar
,2008 ; Kharfallah —Cheikh Amar, 2011.)

L’objectif de ce travail s’inscrit dans ce contextig@isque nous souhaitons valoriser et
utiliser les produited’Olea europaeaet Ceratonia siliquapour la préparation d’'un extrait
végetal naturel qui sera utilisé comme biopestgigmur limiter la croissance des bactéries

pectinolytiques et diminuer les dégats causésgmderniéres sur la pomme de terre.

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

suit :

un premier chapitre portera sur une revue dett@rditure donnant un apercu sur la
biosynthése des principales catégories de proddiggtaux naturels, en insistant sur les
origines de leur diversité structurelle, ainsi gleairs fonctions physiologiques, leurs

propriétés biologiques, et les applications biotedhgiques potentielles.

Le second chapitre portera sur I'extraction, le ades et le fractionnement des
constituantsd’Olea europaed. (feuilles) etCeratonia siliqual (feuilles, pulpe et graine du
fruit) suivi d’'une évaluation de I'efficacité biologique duelques fractions majoritaires vis-a-

vis dePectobacteriunssp.atrosepticum
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|. Métabolites secondaires des plantes

[.1. Généralités

Les plantes produisent un assortiment vaste etrdlide de composés organiques,
appelées métabolites secondaires. Bien connu pauamhplexité de leur structure chimique et
des voies de biosynthese des produits naturelsoits considérés comme biologiquement
négligeables et ont historiquement recu peu dibiele la plupart des biologistes végétaux.
Les chimistes organiques, cependant, ont longtegtps intéressés par ces COmpOoSEs
phytochimiques et ont étudié leurs propriétés ohires abondamment depuis les années
1850.

Les études sur les produits naturels ont stimuldéleloppement des techniques de
séparation, les approches spectroscopiques d'atimridde la structure et les méthodes de

synthese qui constituent maintenant le fondemertd deimie organique moderne.

La reconnaissance des propriétés biologiques diwyréade de produits naturels a
favorisé l'orientation actuelle dans ce domainesaoir, la recherche de nouveaux
médicaments, antibiotiques, insecticides et d'bates. L'effet biologique des produits
naturels a provoqué une réévaluation des rdlesippessjue jouent ces composés dans les
plantes, en particulier dans le contexte des iotiemas écologiques.

Plusieurs de ces composeés ont été démontré pourumagrande signification dans
la protection contre les herbivores et les infexionicrobiennes, comme attractifs pour les
pollinisateurs et les graines de dispersion desmamk, et comme agents allélopathiques
(allélochimiques qui influencent la concurrenceremés espéces végétales) (Rodaeewl .,
2000).

Méme la lignine, le polymere structurel essentielsebstance organique la plus
abondante dans les plantes, est considérée commeduit naturel plutbt qu'un métabolite
principal (Rodneyet al., 2000).

Dans ce chapitre, nous donnerons un apercu sprilespales catégories de produits
végétaux naturels, en insistant sur les originekedediversité structurelle, leur biosynthése
ainsi que sur leurs fonctions physiologiques, e$ Ia@pplications biotechnologiques

potentielles.
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l.2.Classification

Les métabolites secondaires végétaux dépassergllagtant 100 000 substances
identifiées et appartiennent a trois classes chiggqrincipales : les terpanoides (groupe de
lipides), les alcaloides (dérivés des acides aieekes composés phénoliques (dérives de

glucides).

l.2.1.Les terpanoides
Les terpanoides représentent la classe la pluststellement variée des produits

végétaux naturels. Le nom terpanoides, ou terpégjgdécoule du fait que les premiers
membres de la classe ont été isolés a partir déréoenthine (“terpentin” en allemand).

Tous les terpanoides sont dérivés par fusion tegeties unités ramifiée a cinq carbones
basées sur le squelette disopentane. Ces monomse@nésgénéralement appelées unités
isopréne, car la décomposition thermique de nonsegubstances terpanoides produit un
alcéne qui est un isopréene gazeux et parce quetelitions chimiques appropriées peuvent
conduire a une polymérisation de lisopréne gemédannombreux squelettes terpanoides
(Dorman et Deans, 2000 ; Burt, 2004). Les terpaw®idui découlent de trois unités

d'isoprene contiennent 15 atomes de carbone eteantis comme les sesquiterpenes (demi-
terpenes).Comme les monoterpenes, beaucoup detegsgpes sont présents dans les huiles
essentiellegBagamboulaet al ., 2004 ; De Billerbeckt al., 2004).

En plus, de nombreux sesquiterpénaidesent en tant que phytoalexines, composés
antibiotiques produits par des plantes en réponsgéééi microbien, et comme antiappétents

qui découragent les herbivores opportunistes (Bauabal ., 2007 ) .

1.2.2. Alcaloides

Les alcaloides sont une des classes des métalsaitendaires les plus importants des
plantes. Le terme alcaloides ou « alkaly-like »kéd{ = la soude ; like = qui a I'apparence) a
été proposé pour la premiere fois par le pharmakleissner en 1818. C’est en 1896 que
Meyer présenta la premiere définition explicite diesloides (Hesse, 2002).

Les alcaloides sont bien connus pour peapriétés antibactériennes (Almomai
al .,2007 ; Delscet al .,2010) , mais les mécanismes exactes respondebleurs actions
antibactériennes sont loin d’étre entierement casn(@ouzeet al ., 2004) ; Généralement les

alcaloides peuvent inhiber la biosynthese des ipedéet perturbent la stabilité membranaire
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(Wink , 1998 ) et peuvent également interagir daeanembrane cytoplasmique bactérienne et
avec I’ADN (Jenning et Ridler, 1983 ; PhilipsorO8Y ) .

1.2.3. Les Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites daioes les plus importants des
plantes impliqués dans divers processus, tels @uecrbissance, la lignification, la
pigmentation, la pollinisation et la résistance-&gis des pathogenes, les prédateurs et les
stress environnementaux (Dutleieal ., 2003). Ils sont exploités en phytothérapie stiant
beaucoup d’intérét par leur potentiel anti-bactétieegroupe un vaste ensemble de plus de
8000 molécules, divisées en une dizaine de clatsesques allant de molécules phénoliques
simples de bas poids moléculaires, tels que lekeag@hénoliques, a des composés hautement

polymérisés comme les tannins .

Chimiquement, ils présentent toutes un point commlarprésence dans leur structure
d’au moins un noyau benzénique, lui-méme porteun dhombre variable de fonctions
hydroxyles (OH), libre ou engagé dans une autretion: éther, ester, hétéroside. Leur
origine biosynthétique est proche, ils dériventngipalement de [I'acide shikimique
(Hannebelleet al ., 2004 ).

1.3. Intérét des métabolites secondaires

Comme les bactéries possedent des stratégies camnpour la colonisation et
linfection des végétaux, les plantes peuvent Stiger un grand nombre de molécules
organiques complexes qui n'interviennent pas danwdtabolisme énergétique et carboné
Ces substances naturelles issues des végétawesrintdréts multiples mis a profit dans
lindustrie : en alimentation, en cosmétologie atdermopharmacie. La pharmacie utilise
encore une forte proportion de médicaments d’oeigiégétale et la recherche trouve chez les
plantes des molécules actives nouvelles, ou de@mstpremiéres pour la semi-synthése
(Bahorun , 1997).

Ces substances peuvent étre également utiliséeseoégulateurs du fonctionnement
cellulaire et développent des mécanismes de défeoge lutter contre les infections par
différents agents phytopathogenes, ou en réponsélaiteurs abiotiques (Hammerschmidt,
1999 ; Machebet al., 2005). Il s’en suit une stimulation de la syséenovod’'un mélange

complexe des métabolites secondaires ou les plyioas (Harbone et Willims ,2000) ; en
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induisant l'activation et I'expression des genexlant pour les enzymes impliquées dans leur
biosynthése (Hoffmann, 2003).

Nombreux chercheurs ont testé I'adidntibactérienne des extraits bruts de plantes
ainsi que de leurs substances pures sur de nomebreasiches bactériennes pathogenes
(Simoes etal ., 2009). Ces études ont montré que l'activité antdrdenne des métabolites
secondaires est liee a la diversité de leur streaacthimique (Gibbon , 2004En effet, le
niveau de synthése des composés phytochimiquegfdasg augmente fortement apres les
infections de plantéTegoset al., 2002). Vu la diversité et la variabilité destatlites
secondaires issus de plantes, une étude détali@esnsacrée uniguement pour I'olivier et le

caroubier qui font I'objet de notre étude.

ll. Olea europaed.
Il.1- Généralités

L’olivier est cultivé depuis prés de 3500 ansntan scientifique de I'arbrelea
vient d’un mot grec qui signifie «huile». L'olivieest une plante qui a accompagné le
développement de la civilisation meéditerranéerinest connu pour sa longue durée de vie
(en moyenne 500 ans), cet arbre caractéristiqu@alesstempérés et tropicaux fait partie des
arbres les plus anciennement cultii@gan et al ., 2002).

L'olivier constitue dans la plupart des pau bassin méditerranéen la principale
essence fruitiere, tant par le nombre d'arbresivésltque par l'importance sociale et

économique de sa culture et son r6le environnereagporté par (Brhadda at ., 2003).

Les marqueurs moléculaires rendent ptessil'étude de la stucture géneétique des
cultivars, des flux géniques et des relations eatferme cultivée et sauvage. L'analyse de la
diversité actuelle de la sous espéce «europae@leadeuropaegermet de déterminer les
mécanismes qui ont conduit a cette diversité. Meded archéobiologiques et génétique des
populations d'oléastres et des variétés d'olivientnent que la domestication s'est produite
indépendamment dans plusieurs régions du bassiitemadéen, et c'est tres probablement

réalisée sur une longue période (Breton, 2006).
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I1.2.Classification botanique

Selon Cronquiot. (1981), la classification botar@gle I'espec®lea europaed. est :
Regne Plantae
Embranchement : Magnoliophyta
Sous-embranchement Magnoliophytina
Classe :Magnoliopsida
Sous-classeAsleridae
Ordre : Scrophulerials
Famille :Oleaceae
Genre :Olea
Espéce Olea europaed..
Nom francais:Olivier

Nom local:chajaret azzeitoun

II.3-Les sous espéeces @lea europaea

L'olivier pour des raisons culturelles (itemh, paysage) et économiques (huiles et
olives) représente un trés bon exemple de bicsli¢eril forme dans la sous espéece
«europaea» @lea europaeaun ensemble complexe de formes cultivées. Dansinest
régions il coexiste avec une ou plusieurs des 5 smpeceslaperrinie, Maroccana,
Cerasiformis, Guanchica et Cuspidata. Ces sous especes elles sont proches

morphologiquement (Villemur et Dosba , 1997).

Il.4.Caractéres morphologiques et répartition géogaphiques

L’olivier, est 'un des arbres fruitiergui fait partie de la famille des oléaceées, valti
depuis l'antiquité et compte de nombreuses vari@éston , 2006). Il s’agit d'une espece
d’'Olea europaed., commune des régions méditerranéennes et c@&mrdlions d’hectares
(presque 98% de la récolte mondiale) (Peretral ., 2007). Il est cultivé dans beaucoup
d’autres pays, comme les Etats Unies (Califorre)tralie, la Chine, I'Afrique du sud, ainsi
gue dans d'autres régions chaudes et subtropi¢aléeyay et al ., 2006). Sa taille peut
atteindre 10 m. Ses tiges, portent des feuilleppses, subsessiles, entieres et coriaces, ont
une face supérieure gris verts et une face inf@iblanchatre Les rameaux portent a leurs
extrémités de petites fleurs blanc verdatre, deggosh grappes et a fruits verts ovoides

devenant noirs a maturité (Bruneton, 1999).
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[1.5. Composition chimique des feuilles

La Composition chimique des feuilles gaen fonction de nombreux facteurs
(variétés, conditions climatiques, époque et peftgent). Généralement, la matiere seche des
feuilles vertes se situe autour de 50 a 58%, detefeuilles seches autour de 90%. La teneur
en matieres azotées totales des feuilles varie del8%, elles ont moins de cellulose et

hémicellulose et plus de lignine (Nefzaoui, 1987)

Le tableau | résume les principaux métabolite®sgaires présents dans les feuilles
d'oliviers, parmi lesquels: les flavonoides (luté®] quercétine...), les secoiridoides
(oleuropeine, lugstroside...) et les acides phémals que l'acide caféique, les acides p-
coumarique et chlorogénique (Ryarakt, 2002 ; Yaseen-Khan at., 2007 ).

Le composé le plus abondant dans les extraits m&liqaes et éthanoliques des
feuilles d'olivier est I'oleuropeine, qui en ré&sente jusqu’'un 19% du poids sec dont la
structure est présentée dans la figurel (Winkhaateh., 2005). Ce dernier est un groupe
spécifiqgue de coumarine, produit par le métabaisecondaire des terpenes, il est considéré
comme un précurseur de la synthése des alcaloidebques (Solar-Rivas el ., 2000 ;

Tripoli et al ., 2005).
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Figure.1Structure chimique de I'oleuropéine hétérosidique
D’autres constituants ont été aussi identifiés dassfeuilles d'olivier, il s’agit des
dérivés de l'oleuropeine, des flavonoides, dedescphénoliques et des triterpenes tel que
l'acide oléanolique, l'acide ursolique, I'uvaolletmethyl maslinate (Sanchezt al ., 2007,
ainsi que des glycosides de I'apigénol et de lotg&8runeton, 1999), et des tannins (Martin-
Garciaet al, 2003 ; Chebbet al., 2011).
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Tableau I: Principaux composés phénoliques, secoiridoidestetpgenes, identifiés dans les
feuilles dO. europaed..

Classe Composés Référence
Rayan et Roberds , 199§ ;
Acides Acide caféique, Acide p-coumarique, Acide Mc donold et al ., 2001 ;
phénoliques chlorogénique, Acide vanillique, Ghedira,2008; Dekanski
Verbascoside, Vanilline et al.,2009
Flavonoides Lutéoline 7-0 glucoside, Lutéoline 7-O-
hétérosidiques  glucoside, Lutéoline 40-glucoside

Lutéoline 7-O-rutinoside, Apigenine@-

glucoside, Hespéridine, Rutine
Anthocyanidine , Cyanicdine 3-O- Benavente-Garciaet al .,
glucoside), Diosmétine-7-glucoside 2000 ; Bianco et
Uccella ,2000 ;Ryan et
al .,2000.
Flavonoides Apigénine, Lutéoline, Quercétine,
aglycones Kaempferol, Hesperitine, Anthocyanine

(Cyanidine), Chalcone, Myricétine,

Diosmétine, Catéchine

Acide oléanolique, acide maslinique, acide Bisignano et al .,

Triterpénes hydroxy-oléanolique 2001 ; Somova et al,
2003 ;

Sécoiiridoides Oleuropeine, acide élénolique, Briante et al ., 2002 ;

Ou iridoides demethyloleuropeines hydroxytyrosol, 11- Briante et al ., 2004 ;

diméthyle-  oleuropéoside, ligustroside, Ghedira, 2008

oleuroside, oléacine
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I1.6- Intérét thérapeutiques des feuilles d'olivier

Dans l'antiquité les feuilles d'olivier étaiengja utilisées pour soigner les blessures
cutanées, I'ancienne médecine grecque a l'origiria thédecine occidentale connaissait déja ses
vertus antiseptiques et anti-infectieuse. Avecdi@ment de la médecine clinique moderne, cet
extraordinaire reméde naturel tomba malheureusermaentiésuétude comme la plupart des
traitements d'origine naturelle; Depuis quelquesides d’années ces derniers sont utilisés de
nouveau car les antibiotiques ne sont plus conssdéomme les tous puissants remedes qu'ils
étaient censés étre. Les principales études meseesles feuilles d'olivier concernent
principalement les propriétés d'un de leur coretituoleuropeine. Ces essais confirment les
effets d'extrait d'olivier sur les infections viea) fongiques et bactériennes (Baytial ., 2007).

Des évidences suggerent que boire uneianfude feuille d'olivier a été une méthode
employée depuis plusieurs siecles par les culueloyen Orient pour traiter les troubles tels
gue la toux, les gorges sensibles, les cystitessdtevres (Yasseen Khanadt.,2007 ). De plus,
les feuilles d'oliviers étaient utilisées en categphe pour traiter les brdlures, les éruptionsest |
autres problemes de peaux. En 1854, Handbury eulnii article relatant les vertus d’une
décoction de feuilles d'oliviers qui réduisait l@vire due aux maladies séveres (Petkov et

Manolov , 1972). L'olivier est doté de nombreusesppiétés biologiques et thérapeutiques.

[1.6.1. Activité antimicrobienne:

Les essaisn vitro ont montré qudes extraits des feuilles @.europaeal sont tres
efficaces contre un grand nombre de bactéries qrasfient le systeme digestif, les voies
respiratoires et divers organes incluai@almonella typhi Vibrio parahaemolyticus
Staphylococcus aureyklebsiella pneumoniat Escherichia coliet Bacillus cereus(Bisignano
et al., 1999 ; Caturlat al., 2005) Plusieurs secoiiridoides de cette espmablent contribuer
a l'activité antimicrobienne ; I' hydroxytyrosol €bleuropeine par exemple, se sont révelé
efficaces contre les bactéries, champignons esvifduvenet al ., 1972 ; Bisignancet al .,
1999 ; Saavedret al., 2010.

L'extrait de feuilles d'olivier peut avoir un rotee régulation de la composition de la
flore gastrique en réduisant sélectivement lesanixedesHelicobacter pylori et C .jejuniles
métabolites de biophénols peuvent avoir une medleactivité antibactérienne que les
composant non métabolisés, signifiant que les £gs&itro peuvent sous-estimer l'activité totale
(Sudjaneet al., 2009).

10
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En 1968, des recherches publiées par la sociééfiGaime de microbiologie indiquent
gue les composants actifs de I'oleuropeine, l'aeidaol et I'enolate de calcium inhibent la
croissance des différents virus (Zakeal 2007 ; Micolet al., 2005 ; Bacet al.,2007 ; Yamada
et al .,2009) . D’autres études ont montré que I'extraitfeuilles d'olivier a un potentiel
d'activité antivirale contre les virus d'hépati@avirus, les rhinovirus bovine et les paravovirus
canine (Fredreckson, 2000). En outre, ce deux ceégonajoritaires des feuilles d’olivier
agissent en inhibant aussi bien la fusion entredé&asx membranes, la membrane cellulaire et
celui du virus HIV-1, comme ils peuvent inhiber kEgaent I'activité de I'integrase de ce virus
(Lee-Huanget al, 2003 ; Lee-Huangtal ., 2007 a et b).

L’activité antifongique.in vitro a été mise etvidence en présence de composes
phénoliques, aglycone de quercétine et de lutéotutene, oleuropeine, et tyrosine par simple
observation microscopique. En effet, ces compodsééngliques affectent la croissance,
morphologie et l'ultrastructure des myceétes: tele Bhytophtora mégasperma, Drechsletr
cylindrocarpon destructangBaidez, 2007). D'autres études ont montré que coESpoSés
peuvent réduire la production de toxine&ssgergillus flavugDelrio etal ., 2000) . Par ailleurs
les travaux menés par Korukluogitial , (2007) avec les extrais aqueux de feuilles detiet 7
composés phénoliques ( l'acide 4-hydroxybenzoicamde vanillique, acide p-coumarique,
tyrosol, acide caféique, acide syringique et olpanee) montré un effet spectaculaire sur 10

souches fongiques

11.6.2. Propriété antioxydante

Les extraits des feuilles d'olivier, jowenn réle important dans la prévention des
maladies cardiovasculaires, particulierement ltastelérose et 'hypocholestérolémie, comme
ils diminuent I'oxydation des LDL et en inhibant pgeroxydation des lipides plasmatiques
(Bennani-Kabchet al ., 1999). Ces effets, sont dus aux propriété®aydiantes d’oleuropeine
et d’hydroxytyrosol, qui possédent une forte atdivantioxydante, et une excellente activité
scavenger de I'oxygene actif ( Andrikopouketsal., 2002 ; Bouazietal ., 2008; Jamaieet al
., 2008 ; Leeetal ., 2009 ; Hayeet al., 2009 ; Bulotteet al ., 2011 ; Fleminget al .,201)).
L'acide caféique a été également rapporté pouirawee activité scavenger de I'anion
superoxidgChimi etal., 1995). Des recherches montrent que les compogpahtphénoliques

du régime méditerranéen empéchent les événemetiimiques qui sont mis en cause dans

11
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la maladie athérogéne, de ce fait proposant uneawuiren entre le régime méditerranéen et la

prévention de la maladie coronarienne (Visioli etliG1998).

11.6.3. Propriété vasodilatatrice et hypertensive

Il a été déemontré sur des rats (per os), quunécoction de feuilles d'olivier,
augmente le débit sanguin au niveau coronariemhée ainsi 'enzyme de conversion de
'angiotensine (Hansen et al .,1996 ); cette activité est attribuée essentigigma
I'oleuropeine, aux tritérpenes (acide oléanoliquet aux produits d'hydrolyse enzymatique
des secoiridoides ( Zarzuetp al ., 1991 ; Khayyakt al ., 2002 ;PerrinjaquetMoccettiet al
.,2008). Des études cliniques ont montré qu'untema¢nt par des infusions de feuilles
d’olivier entraine une stabilisation de la tensiarérielle chez des sujets présentant une

hypertension modérée ( Haris ,2010).

11.6.4. Activité antidiabétique
L'activité hypoglycémique des feuilles di@r a été mise en évidence chez des
lapins diabétiques. En effet, I'extrait éthanadiqie feuilles d'olivier administré a ces lapins

induit la diminution du taux de glucose du sang-A&zawie et Alhamdani , 2006 ).

L’effet hypoglycémiant est du a la présence d’eapeine, qui pourrait agir soit en
stimulant l'utilisation périphérique du glucose tsoen favorisant la libération d'insuline
induite par les cellules 3 (Fahet al., 1994).

Un autre composé, l'acide olealonique possédim@gnt une action antidiabétique
puissante, il agit sur I'enzyneglucosidase, cette enzyme hydrolyse les disaadsret
oligosaccharides en glucose. Les inhibiteurs déecehzyme retarderaient la digestion
d'hydrate de carbone et entraineraient une réduchiotaux d'adsorption du glucose et par
conséquent la glycémie. L'inhibition de alpha-gkidase est de ce fait considérée importante

dans la gestion du diabete non-insulino dépendriq alietal ., 2002 ).

12
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11.6.5. Activité anti-inflammatoire
L'oleuropeine et Il'un de ses dérives ddécbal hydroxytyrosol, empéchent la
génération du leukotriene B4 impliqué dans un éikde voies pro-inflammatoire aussi bien

gue la production d'eicosanoide (Petroralet 1995).

La lutéoline est egalement un composeé clé, qubatré I'activité anti-inflammatoire
chez certain types d'animaux, et des effets amtiatjues. L'apigénine est présent aussi dans
les feuilles en empéchant les médiateurs inflamimeataels que I'oxyde nitrique et la

prostaglandine E2 (Braun, 2005).

Les tritérpénes (acide ursolique et acidarméque) sont des puissants agents anti-
inflammatoire capables d'inhiber l'elastase leutaiey humaine ainsi que l'activité de la
COX-2 et LOX-5 (Honda el ., 2000).

11.6.6. Activité antiulcérogene:

Les flavonoides présents dans les feutfedivier jouent un réle protecteur de la
muqueuse gastrique contre divers agents ulcéregdhee activité anti-ulcérogene de la
quercétine a été également mise mis en évidence wheaat dont l'ulcere gastrique a été
induit par I'éthanol. Les effets cytoprotecteurs lalequercétine sont dus a un complexe
impliquant la stimulation de la prostaglandine'ighibition de la production de leukotrienes

via la production du mucus (Ghedira, 2005).

11.6.7. Activité anticancéreuse:

L'activité anticancereuse des extraits dellésu d’olivier est due a la présence de
guercétine qui inhiberait la croissance cellulagme inhibant certaines phases du cycle
cellulaire et en bloguant les sites récepteurshdesiones. La multiplication cellulaire peut
étre inhibée également par d'autres mécanismesyvair: la stabilisation du collagéne,

I'altération de I'expression des genes et la rémludies radicaux libredarfak, 2003).

D’autes études ont montré que l'oleuropeine, dioxytyrosol, I'acide caféique,
'acide gallique et I'acide chlorogénique possédégalement une activité anticancéreuse
efficace, directement en perturbant les filamentactohe. L'oleuropeine empéche la
prolifération, la migration des cellules tumoralelgur réplication, leur mobilité et leur

invasion. (Hamdi et Castellon, 206®rnandcet al ., 2009 ; Bouallaquet al.,2011 ). Alors
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gue l'acide caféique, I'acide gallique et I'aciddarogénique peuvent bloquer la nitrosation
des amines soit par réduction du nitrite en oxydiggoe, soit par formation de dérivés C-
nitroso en agissant non seulement in vitro, ma@edgent in vivo. Ces composés possedent

des activités antioxydantes et antiradicalaireséBk&pi, 2003).

11.6.8. Autres propriétés

D’autres vertus ont été démontrées pour cette esphes feuilles d’olivier améliorent
tout particulierement le Systéme Immunitaire gréceses puissants constituants qui
neutralisent sans endommager les bactéries norogetibs. Elles ont une activité sur la
thyroide. Une étude récente a montré que I'exttaifeuilles d'olivier diminue le taux de
TSH sanguin avec une augmentation de la T3 prolveriedue a une stimulation de la 5'-
diodinase qui convertit la T4 en T3 (Al-Quarawieak., 2002).

L’olivier fait d’ailleurs partie de plusieurs phaatopées locales (Dekanskl at,
2009). Il joue également un réle important au niveautritionnel. Les utilisations

thérapeutiques des différents organé3lela europaed. sont répertoriées dans (Annexe V).

[ll. Ceratonia siliquaL
l11.1. Classification botanique
Selon Cronquiot. (1981), la classification@eratonia siliqua.. est donnée comme suit :
Régne: vegétal
Embranchement : Spermaphytes
S /embranchement Angiospermes
Sous classe Rosidae
Ordre : Febals
Genre : Ceratonia

Famille : Fabacées
S/ famille : Césalpiniacées
Nom binominal : Ceratonia siliqua
Nom francais: Caroubier

Nom local: Kharroub

14
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l1l.2.Caractéres morphologiques et répartition géogaphiques

Le mot caroubier dérive du mot caroubelkhAroub », et il est connu sous le nom
scientifiqueCeratonia siliqualL, qui désigne en latin une silique ou goussestcest un arbre
qui appartient a la famille des légumineuses qui pdteindre 7 a 20 m de hauteur (Rajeb
1995).

Les feuilles de caroubier de 10 a 20 cm hhuteur, persistantes, composées (4 a 10
folioles glabres), luisantes sur la face dorsales lair et mates sur la face ventrale,
paripennées et légerement échancrées au sommae(Bny, 1999) .Ses fleurs sont trés
petites, constituées d’un calice pourpre, dépoucorolle et bisexuées (Battle et Tous ,
1997).

Les fruits de caroubier sont des gaugs#ehiscentes, aux bords irréguliers, de formes
allongées, rectilignes ou courbées, 10 a 20 cramtpileurs, 1,5a 2 cm de largeuretde 1 a 1,5
d’épaisseur. La gousse est composée de trois qdrépicarpe, le mésocarpe constituant la
pulpe et les graines, elle est séparée a l'intépar des cloisons pulpeuses transversales et
renferme de 4 a 16 graines. Le développement dés st lent et nécessite généralement
entre 9 a 10 mois pour arriver a maturité et dommefruit brun foncé a noir (Rejeb et
Lauguet, 1991) .

[11.3. Composition chimique

Les deux constituants principaux du sheosont la pulpe (I'épicarpe et le mésocarpe)
90% et 10%graines (Oweat al, 2003). Les graines de fruits contiennent pré®@éso de
gallactomananes, elles sont pauvres en lipide4- @8%de la masse séche) et en protéines
(2,7-3%), renferme 40-50% de sucre soluble, deBtalgc(surtout de pinitol) et des tannins
condensés(20%) (Bruneton, 1999).

Les composés phénoliques présents dapglpe de caroube se groupent en acides
phénoliques, en effet, les gosses mures gestrithes en acides galliques sous différentes
formes ;acide gallique sous forme libre, gallocaitée , gallocatéchine gallate et
gallotannins ; d’autres acides phénoliques somfe@gent présents , citons les acides p-
coumariques, benzoique, 4-hydroxy benzoique, aqguetocatéchique, féruliques et
syringiques , (Owest al., 2003 ; Fadeét al ., 2011). En plus, I'extrait de caroube contient
egalement des flavonols sous forme glucoside (gtiaezmyricetine et kaempferol) (Owen
et al, 2003).
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Les tannins condensés sont présents amtitgiabondante dans le fruit et les feuilles
de Ceratonia siliqua L en comparaison avec les tannins hydrolysablegseptés par les
éllagitannins et les gallotannins (Coesial, 2002), en effet, une gosse de caroube contient,
en moyenne, 19 mg de polyphénols totaux par grahenmatiére fraiche, 2,75 mg/ g de
tannins hydrolysable (Avalloret al., 1997 ).

Les résultats confirmés par Corsi et ses colleg{#&)2) et Jacob et Saeed ,(2006),
affirment que les feuilles d€eratonia siliqual contiennent une quantité importante d’acide
gallique et en flavonoides tel que épigallocatéetdrO-gallate, épicatéchine-3-gallate et
myricetine par rapport aux extraits de la caroltreplus des molécules citées précédemment,
les travaux menés par Eldahsan, (2010) ont mooeédes feuilles d€ .siliquaL contiennent
d’autres composés flavonoidiques hétérosidiquesqte l'isoquercétine, l'afzeline et la

quercitrine et des flavonoides aglycones tel quadémnpférol et la quercétine.

[11.4.Utilisations traditionnelles et propriétés biologiques

Ceratonia siliqua Lest parmi les especes qui possedent des praprib&rapeutiques
et diététigues importantes (Ait chit al ., 2007) . Elle se présente également comme une
essence forestiére et arboricole. Il est d’'une dgamportance économique, écologique et

sociale. Son utilisation est multiple et resuméesd le tableau Il (Konaté , 2007).
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Tableau Il : Propriété traditionnelles et pharmacologique€dsiliqualL

Organe

nni4

Partie utilisés

Pulpe

Graine

Feuilles

Propriétés traditionnelleset biologiques Référence

Traitement des troubles fonctionnelles digestif®ejeb , 1995
traitement des diarrhées légeres, abaissementZiunft etal ., 2001
cholestérol sanguin et hépatique, otation | Klenow , 2008
sensation de fain dans les régimes amaigrissamig%now 2009
traitement de l'insuffisance rénale chronique |et

I'affection de la branche, traitement de |la

tuberculose pulmonaire

Traitement de la gastrite, I'entérite, les angines,

les rhumes et le cancer

Traitement symptomiques des diarrhées du | Bruneton, 1999
nourrisson et du jeune enfant

Activté antioxydante

-Diabéte Kivgak et d., 2002;
-Activité anti-microbienne, Kumzawa et al, 2002 ;
-Activité cytotoxique Geuendelet al ., 2006 ;
-Activité antioxydante Kaileh et al ., 2007 ;
-Activité anticancéreuse Custédio et al .,
-Peroxydation des lipides 2009 ; Elhajajiet al .,

2010; Nagib et al.,
2010 ; Ben Hsounat al
., 2011 a) ; Custddiet al
., 2011 ab)
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IV. Erwinia pectinolytiques
IV.1. Description des Erwinia pectinolytiques

Ce sont des bactéries gram-négatives, non speruadatonnet droit de 0.5 a 1.0 par
1.0 a 3.0 um. Les cellules sont mobiles et possédert flagelles péritriches. Elles peuvent
se présenter seules ou par paires ou quelquefaisietes chaines. Elles se caractérisent par
un meétabolisme fermentatif, le type respiratoird asro-anaérobie-facultatif, oxydase
négative, catalase positive et réduisent le nitetenitrite. La température optimale de
croissance se situe entre 27 et 30 a 32°C (Molidaerison, 1977 ; Pérombelon et Kelman,
1987 ; Janse et Ruissen, 1988 ; De Boer 1994 )ermadrature maximale varie de 32 a 42°C.
Ces bactéries possédent une forte activité pegtigoe due a la production d’enzymes

pectinolytiques.

Face aux évolutions et aux différents changemantsrg eu lieu dans la nomenclature, les
Erwinia pectinolytiques ont changé de dénomination

- L’'espécekE. carotovora appartient au genfeectobacteriunet la sous espéce
carototovorum atrosepticumest déplaceé au rang de I'esp@eeatrosepticum(Gardaret
al ., 2003)

- Et I'especekE. chrysanthemau genreDickeya(Samsoret al., 2005)

P. atrosepticunest 'agent responsable de dégats économiquemeuairtiamts sur la
pomme de terre dans les régions tempérées (Modltndlarrison, 1977; Pérombelon et
Kelman 1987), en raison de son fort pouvoir maeératdu tubercule. Elle se développe
préférentiellement entre 15 et 25°C (PérombeloKedinan, 1987)Pca est généralement
considérée comme inféodée a la pomme de terrer{éton et Kelman, 1987) bien que
guelques souches aient été également isolées aret@gBarzicet al, 1976; De Boekt al,
1987), de choux chinois (De Boer Khalmen , 1975) et plus récemment de poivron
(Stommelet al, 1996; Hadast al, 2001).

IV. 2.Description des symptémes en conservation

Les bactéries des genres Dickeya et Pectobacteprtompquent des symptdmes associés a
des maladies de la pomme caractérisées par lesitpms aériennes et pourritures molles

(Figure 2). Ces maladies ont une forte incidersmm@émique, car elles sont particulierement

nuisibles au rendement et a la qualité de la pordengerre. Pour la production de plants

certifies, la présence de ces bactéries constitdaateur extrémement limitant.
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Figure.2 : Pourriture molle et humide causée pPactobacterium sgHelias, 2008)

La pourriture molle est 'unique symptdéme obseruécaurs de la conservation des
tubercules de pomme de terre, dont le développedérend de la température d’'incubation.
Cependant, a coté deswinia, d’autres bactéries pectinolytiqueédl@stridiumet Bacillus sp)
ainsi que des champignoRizoctonia solaniFusarium spp.,Verticillium dahliag peuvent

aussi contribuer a ce type de symptémes (Péromie¢lidelman , 1987).

Sur tubercule, la pourriture molle commence a pdtistolon et se développe jusqu’a
sa désintégration totale. La capacité de germinatio tubercule est altérée. La pourriture
peut également se développer a partir des lerd@gcdlebergeant le pathogene (Lapwood et
Hering, 1968; Pérombelon, 1974; Scettal, 1996) ou a partir des blessures du tubercule
envahies par le pathogene (De Boer et Kelman 1Bé3oer 1994). Un exces d'eau dans le
sol ou une humidité excessive durant la consenvatieut, en favorisant la multiplication des

bactéries latentes et leur expression, entrairepderritures lenticellaires (De Boer 1994).

IV. 3.Description des symptomes emégétation

Le symptdbme le plus typique en végétation est deappn de la jambe noire,
caractérisée par une pourriture noire plus ou mbunside de la base de la tige, due au
développement des bactéries (Figure 3). Elle astéeapaP. atrosepticumbien que certains
auteurs rapportent que les symptdomes de jambe pougaient dans certaines conditions,
étre également causés pfaickeya. (Lumb et al., 1986) etP. carotovorum (Mollina et
Harrison , 1977). Le facteur le plus important éanorise le développement de la jambe

noire, est le niveau d’eau de précipitation et/durigation qui entraine les conditions
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anaérobies dans les tubercules méres, favorisamtiligplication des bactéries et I'apparition
de la pourriture et par la suite de la jambe n@&rombeloret al.,1989; Pérombelon , 2002).
Dans certains cas, les tubercules de semencestémf@euvent disparaitre sans
production de plants. L'invasion des tiges parHewinia, juste aprés leur émergence, peut
entrainer la pourriture et la mort de la plantaészat(Pérombelon , 1992). La maladie peut

donc se caractériser par des pieds manquants ¢biaet Neilson , 1981; Jaggfial., 1991).

Contrairement a la jambe noire, Les pourrituregeaées de la tige (Shekhavedtal.,
1976), caractérisées par une lésion brune ou riérda tige, se développent a partir
d’inoculums transmis par l'air ou I'eau, Cette @mination se fait a travers des blessures de
la tige portant une infection latente et ne surviga’en condition humide. (Grahams et
Harper , 1966 ; Pérombelon , 2002).

Maladie sournoise, la jambe noire peut échapper eantroles des filieres de
certification. Les symptbmes typiques de jambe enodont généralement causés par
Pectobacteriumatrosepticum(Pca), qui affectionne un climat frais (20-25 °C) etniide.
Pectobacterium  carotovorum carotovoru(Pcg joue un rdle moins important dans
I'apparition de la jambe noire dans les climatsgérgsbien que les travaux récents d’Eeds
al. (2008) ont prouvé que linfection des tubercules par desckes virulentes d@cc
engendre bien une jambe noirdl n'existe pas de mesures de lutte directe coonte
bactéries. La prévention met en ceuvre des mesoregdalbut est de rendre la vie dure aux

bactéries, en diminuant le niveau de l'inoculuntag¢tansmission de la maladie.

Figure .3 : Symptédme de jambe noire, variant de pourrituresities brun foncé a noire de la

base des tiges a des nécroses plus ou moins sthetiges creusés (Helias, 2008).
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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 @eratonia siliquaL et les feuilles dDlea

europaed. (variétés "Aimel” et "Chamlal") sont utilisés came matériel végétal.

Les feuilles et le fruit d€eratonia siliqual proviennent de la région de Tizinbradma
(Kherrata, Wilaya de Bejaia). La collecte a étéefau début de septembre 20009.
Les feuilles d. europaed. ont été récoltées au début de mars 2010 daesrteefpilote

A. Mira (Tazmalt), wilaya de Béjaia.

V.1.2.Séchage

Les feuilles de chacune des plantes étuié de Ceratonia siliqual, préalablement
nettoyés (élimination la poussiére et autres padscindésirables), ont subit un séchage a
I'air libre, dans un endroit sec, ventilé et omlgrages fruits deCeratonia siliqualL ont fait

I'objet d’une séparation manuelle entre pulpegraines.

V.1.3.Broyage
Tous les substrats végétaux ont été kBr@g@ur obtenir une poudre de 0,5 mm de
diamétre des particules. Les graines du fruiCdeatonia siliqual. ont été d’abord concassées

puis écrasées a I'aide d’'un mortier traditionnel.

Les poudres ainsi obtenues sont consendsms des bocaux en verre, fermés

hermétiquement et stockés a I'abri de la lumiére.

Les échantillons utilisés dans notre étsont les suivants : les feuilleOdéuropaed.
(variétés "Aimel" et "Chamlal"), les feuilles et dgsiliqua L, les pulpes et graines de
C.siliqualL.

V.2.Extraction des composeés phénoliques
Deux protocoles d'extraction (solide/lidp) ont été utilisés : Le protocole d'extraction
a reflux décrit par la monographie de la pharmaeopéropéenne (2008) et la méthode

d’extraction par maceération décrite par Maetal, (1999).
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V.2 .1. Extraction a reflux
5 g de poudre sont extraites avec 50amhdthanol absolu dans un ballon a col rodé de
50 ml ; 'ensemble est chauffé a reflux pendaniiib. Apres refroidissement, Les extraits

sont ensuite filtrés.

V.2 .2. Extraction par macération

La deuxieme méthode d'extraction reposdasméthode décrite par par Mazetal.
(1999) et rapportée par (Oomah al 2005 ;Oomahet al, 2006), nous avons utilisé de
l'acétone 92% et le méthanol 92% comme solvants.

250 mg de la poudre de chaque échargillmmt été extraits avec 10 ml de solvant
(acétone ou méthanol 92%), pendant 2h sous agitati a température ambiante. Apres
filtration, les filtrats sont récupérés dans destallisoirs, puis séchés a température ambiante
sous hotte ; les extraits sec obtenus ont étésrdans un meélange éthanol-eau (80 /20) et

serviront d’extraits bruts pour le dosage des plséotaux et des flavonoides.

V. 3. Dosage des composés phénoliques
V. 3.1.Dosage des phénols totaux

La quantité de polyphénols totaux solubles estrdétee selon la méthode de
Singleton et Rossi (1965)

* Principe

La réaction est basée sur la réduction ndélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et de I'acide phosphomolybdique #Mo0:1,040) du réactif de Folin Ciocalteu,
lors de I'oxydation des phénols, en un mélange ytlexbleu de Tungsténe ¢0.3) et de
molybdene (MO,3) dans une solution alcaline (Ribéreau-Gayon, 1968)coloration bleue
produite est proportionnelle au taux de composégngigues qui sont dosés

spectrophotometriquement a 760nm .
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* Mode opératoire

100ul de I'extrait

500ul de réactif de Folin-Ciocalteu

6ml d’eau distillée

Incuber a température ambiante et obscurité perhaim

1.5ml de carbonate de sodium,8&; (20%) '
Le volume est ajusté a 10ml avec I'eau distillée l

Bien agiter et incuber & I'obscurité et a tempéeat
ambiante pendant deux heures.

Lecture de I'absorbance a 760nm

Figure.4: Protocole de dosage des composés phénoliquagld€finet al., 1965)

Les résultats sont rapportés a une codiétalonnage (annexe |) préparée de la méme
maniére que l'extrait avec de I'acide galliqulisé comme standard.

Les mesures sont réalisées en triple pteeur de I'extrait en polyphenols totaux est
exprimée en mg équivalent d’acide gallique par gnamdextrait (mg Eq AG/ g

d’échantillon).

V.3.2.Dosage des flavonoides
Les teneurs en flavonoides sont détermiséles la méthode de Bahoremnal (1996).

* Principe

Les flavonoides possedent un groupementrokyte (OH) libre en position 5,

susceptible de donner en présence de chlorurendfalum un complexe jaunatre par
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chélatation de Iion Al. La coloration jaune est proportionnelle & la git@rde flavonoides

dans I'extrait.

* Mode opératoire
Iml d’extrait est mélangé avec 1ml d'uneluson meéthanolique de chlorure
d’aluminium hydrate (2%). Apres 10 minutes de ri@actI'absorbance est mesurée a 430
nm.
La concentration en flavonoides est déteémipar référence a une courbe d'étalonnage
préparée de la méme maniere que I'extrait, ersatitila quercétine comme standédnexe
). La teneur moyenne en flavonoides est exprimeemg équivalent dequercétine par

gramme (mg Eqg Q/ g d’échantillon).

V.4.Fractionnement par CCM des extraits

Sals les extraits méthanoliques obtenus par la naéthio reflux ont fait I'objet d’'un
fractionnement. En raison de la différence des euen en composés phénoliques et
flavonoides obtenus a l'issu de deux extractions.eHet, I'extraction a reflux & mis en
évidence une quantité plus importante sur les debstrats.

* Principe

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

présentes dans I'extrait préparé. Chaque constituagre a une vitesse qui lui est spécifique

et caractéristique a la substance qui détermineagaport frontal (Rf).

Lorsque la plague sur laguelle est défiésBantillon est placée dans la cuve, I'éluant
monte a travers la phase stationnaire, essentetiepar capillarité. Chaque composant de
I'échantillon se déplace a sa propre vitesse derfgfront de solvant. Cette vitesse dépend
d'une part, des forces électrostatiques retenambiaposant sur la plaque stationnaire et,
d'autre part, de sa solubilité dans la phase moliks composés se déplacent donc
alternativement de la phase stationnaire a la pivad®le, I'action de rétention de la phase

stationnaire étant principalement controlée pargeénomeénes d’adsorption.

* Supports utilisés
Des plaques en verre (20 cm sur 20cmf) gpealablement nettoyées au méthanol afin
d’éliminer toute substance étrangére susceptitdtral’présente. Le gel de silice (40%) est

répandue uniformément sur les plaques en verraidedd’'un étaleur pour avoir une épaisseur
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de 1mm . Les plaques sont séchées a l'air librgs, @ctivées dans une étuve réglée a 110°C
pendant 30 minutes. Les dépbts sont effectués srdéda plaque a 1,5 cm du bord. Les
différents dépodts sont espacés de 1cm en laissantdlix deux extrémités
e Systémes d’élution utilisés

100 ml d’éluant sont versés dans la colieomatographique couverte afin que
'atmosphére de la cuve reste saturée en vapelwad® préparé 2h a I'avance.

9 systemes d’élution (Tableau Ill) oné¢ éestés afin de choisir le systeme le plus
adéquat pour la séparation des composés bioaetifexdraits des deux plantes médicinales.

Tableau Il : Systemes d’élution testés (essais préliminaires)

Systemes d’élution références
Chloroforme-Méthanol-Acide acétique-Eau (100-15-0,5) Benhammoet al ., 2008
Dichlorométhane-Méthanol-eau (85-15-1,5) Pharmacopée européen608
Dichlorométhane-Acide acétique-Eau (50-45-15) Guéatal ., 2008
Ethyle acétate-Méthanol-Eau (100-16,5-13,5) Fawokd ., 2009
Ethyle acétate-Méthanol-eau (79 :11 :10) De Mejiaal 2006
Chloroforme-Méthanol-Acide acétique -Eau (60 :306)8 Longet al, 2009

Ethyle acétate-Méthanol-Acide formique-Eau (100613 5-10) Plazoniet al, 2009

Ethyle acétate-Acide formique-Acide acétique-edusIh-11-27) | De Mejizt al2006

EA-Dichlorométhane —Acide formique- Plazonicet al, 2009
Acide aceétique-Eau (100-25-10-10-11)

A l'issus de ces essais préliminaires nawsns retenu le mélange Dichlorométhane-
Méthanol-Eau (85:15:1,5) pour les feuilles Oturopaea L et Ethyle acétate-
Dichlorométhane-Acide acétique-Acide formique-EAQ0Q(:25 :10 :10:11) pour les feuilles,

les graines et les pulpes @esiliqual.

* Dépobt de I'échantillon
20ul de chaque extrait sont déposés a l'aide d’uneapipette en évitant I'étalement du
produit ; en paralléle, des standards : rutineragime, acide caféique, acide gallique et acide
tannique (10 ul a raison de 5mg/ml) ont été déposé
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» Deéveloppement et élution
Les plaques chargées d’échantillons séclées a lair libre et déposées dans la cuve
qui est fermée immédiatement a l'aide d’'un couweratihésif. Lorsque I'élution atteint
presque le bord supérieur a 1cm, les plaques stirgas de la cuve et le front du solvant est
marqué a l'aide d’'un crayon. Apres séchage a lilaie, la révélation des taches est d’abord

réalisée sous la lumiére UV a nm. le Rf corregipoh a chaque tache est calculé.

Le rapport frontal (Rf)=h/H

Tel que :
h: Distance parcourue par le constituant

H: Distance parcourue par le solvant

» Reévélation chimique
Cette révélation consiste a pulvériseplieque une fois séchée avec une solution de
vanilline sulfurique (0,1 g de vanilline + 28 ml deéthanol+ 1 ml d’acide sulfurique). La
vanilline permet de détecter les difféerentes fratdi (identifiees par leurs couleurs) aprées

passage des plaques a I'étuve (110°C 10 & 15 mn) .

» Reécupération des fractions chromatographiques
Les différentes taches correspondantasdétérentes fractions ont été délimitées et
récupérées en méme temps que la silice a l'aidee dpatule. Une quantité de méthanol
absolue (deux fois le volume de la silice gratest)ajoutée a ce mélange (fraction + gel de
silice) et I'ensemble est agité pendant 15 minatés température ambiante. Le surnageant
correspondant a la fraction souhaitée est sépala silice par centrifugation (4600 tours par

mn pendant 15 mn) et conservé a 4°C.
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V.5. Activité antibactérienne des extraits et fradbns chromatographiques
* Principe
La méthode repose sur la diffusion de taixia partir des disques chargés et déposés sur
le milieu solide, préalablement ensemencés pardation avec une suspension bactérienne.
L’extrait diffuse a partir du disque en créant uadjent de concentration faisant apparaitre
une zone claire. Plus la zone d’inhibition est gearplus grande est la sensibilité de la souche

bactérienne testée vis-a-vis de l'extrait étudié.

* Mode opératoire
L'activité antibactérienne des extraitshmébliques a reflux et leurs différentes fractions
chromatographiques a été évaluée par la méthodéfdsion sur disque décrite par Falleh et
al . (2008).

La souche d@®ectobacterium .carotovoruresp atrosepticumutilisée provient de la
Collection Francaise des Bactéries Phytopathog€Ge&8P) d’Angers, France. Elle est
conserveée dans le milieu levure Peptone (LPA).

La suspension bactérienne a été prépapaetia d’'une culture pure de 18 h a 24h sur
milieu King B. Quelques colonies ont été prélevad’aide d’'une anse de platine et mises en
suspension dans 9ml d’eau distillée stérile .Caigpension bactérienne est ajustée (ajout de
la culture bactérienne ou ajout de I'eau physiajag) jusqu’a obtention d’'une densité d& 10
UFC/ml, correspondant a une DO de 0,1 a 600 nm€i®oket al ., 2006). une dilution
décimale (1/100) a été réalisée dans l'eau distibéérile pour avoir unnoculum de
10°UFC/m .

Les surnageants des fractions récupésseg concentrés sous vide jusqu’ a
évaporation totale du méthanol et les résidus sbtenus sont ensuite solubilisés dans 1ml
de DMSO stérile. Les extraits méthanoliques soatetgent solubilisés dans le DMSO stérile

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

Le milieu Mueller Hinton (MH) préalablemntestérilisé est coulé en boites de pétri sur
une épaisseur de 4 mm. Aprés solidification, 1 mal ld suspension bactérienne est
ensemencée par inondation et I'exces était élindn€aide d'une micropipette. 20 pl

d’extraits méthanoliques a reflux ont été dépesieges disques de papier watman de 6 mm
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de diametre .Quant aux volumes déposés par legofracils varient de 13,6 a 77ul afin

d’obtenir 1mg/disque, le DMSO stérile est utilcmdnme contrble négatif.

Apres 18 a 24 heures d’incubation a I'étg28°C), le diamétre des zones d’inhibition
auteurs des disques est mesuré au moyen d'uramedlisse. Chaque test a été effectué trois

fois.

VI. Etude statistique

Le traitement statistique des résultateéfectué par une analyse de variance «kKANOVA»
et comparaison de moyennes a l'aide du logiciel HBAIX 7, Les différences sont

significatives a (p<0,05).

28






Résultats et discussion

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 vdii@bde teneur en phénols totaux
solubles de nos échantillons liée au substrat aédet-méme, a la technique d’extraction et au
solvant utilisé : 28,7 & 220,7mg Eq AG/g échamiilpour les feuilles d€.siliqual, 18 a 104
pour les feuilles d@.europaed., 2,5 a 10,9 pour les gaines et 0,25 a 1,06 fEsupulpes de
C.siliqualL.

Quelgue soit la technique et le solvant d’extractitilisés, les feuilles d€.siliqua L
s’averent significativement (P<0,05) plus riches grénols totaux solubles que les feuilles
d’olivier (220,7 contre 85 et 104 respectivementrp&hamlal et Aimel). Les graines et pulpes

de caroubier sont les moins riches en phénolsxatalubles.

Quelgue que soit I'échantillon considéré, l'utitism du systeme a reflux avec du
méthanol absolu comme solvant permet une extrasigmificativement plus élevée (P<0,05)
des phénols totaux solubles que la technique dénaigan (méthanol ou acétone aqueux).Les
teneurs sont en effet multipliées par 2.8 a 5.2 pesufeuilles d’olivier, par 3.5 a 7.7 pour les
feuilles deC .siliqualL et par 1.7 a 4.4 pour pulpes et graines de t&rolde méme nous
notons chez.europaeal, que la variété Aimel est significativement plishe (P<0,05) en
phénols totaux solubles que la variété Chamlabkqgee I'extraction méthanolique a reflux ou

par maceération (avec de l'acétone) est utilisée.

Pour la méme technique d’extraction (macératiday:étone aqueuse extrait plus de
composeés phénoliques que le méthanol aqueux. lggsemiations enregistrées varient de 59%
a 63% pou© .europaed. et 121% a 180% powd .siliqual.

VII.1.2.Teneur en flavonoides

Pour les flavonoides ( figure 6) , nousons la méme variabilité de teneur que pour les
phénols totaux solubles: 0,10 a 3,73 mg Eq Q éghdintillon pour les extraits de feuilles

d’O.europaed., de feuilles et du fruit (pulpe et graine) @esiliqual.
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Les teneurs les plus élees en flavonoides (B<05) se retrouvent au niveau (
extraits de feuilles d€ .siliqua L (1,16 a 2,03 mg Eq Q/ g d’échantillpnsuivi de prés par le
extraits des feuilles dD.europae L de la variété « Aimel » 1,01 a 1,93 mg Eq / ¢
d’échantillon) et de la va&té «Chamlal » qui varient de ( 0,81 1,54 mg Eq Q/ g
d’échantillon). Les pulpes du fruit « C .siliquaL présentent des teneurs plus faibles (a
0,03mg Eq Q/ g d’échantillc) que celles des graines1Q, a 0,56 mg Eq Q/ g d’échantil).

Pour la méme espece végétale, I'extraction a reflagcompagne d’une augmentat
significative (0.05) des teneurs dlavonoides. Ces dernieres sont tipliées par 1.5 a 3.
pourO.europaed., 1.8 a 3.2 pour les feuilles de caroubie2.3 al10 pour les graines et pts

de caroube.

L’acétone s’est averé egalement meilleur extracteier le méthanol dans la technic
d’extraction par macération. Les teneurs sont aungge¢ de 90% pour les feuille
d’O.europaed. contre 786 pou les feuilles deC .siliqual; ce sont les graines et pulpes
caroube qui manifesterles plus fortes augmentatic: les teneurs erflavonoides sont

multipliées par 3 a 4.6.

325 - H Méthanol (reflux)

300 -
275 -
250 - L Méthanol aqueux(macération)
225
200
175
150
125
100
75
50
25

M Acétone aqueux (macération)

Concentration en phénols totaux
mg EqAG/g d'échantillon

Aimel Chamlal feuilles Graine Pulpe ‘

Feuilles d'Olea europaea L Ceratonia siliqua L ‘

Extraits de plantes

Figure Feneurs en phéls totaux (mg Eq AG /g d’échantillon).

Les valeurs portant des lettres différentes sgmificativement différente entre elle (P<0,05).
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Aimel Chamlal Feuilles Graine

Feuilles d'Olea europaea L Ceratonia siliqua L

Extraits de plantes

Figure 6.Teneurs en flavonoides (mg Q/g d’échantillor)
Les valeurs portant des lettres différentes sagmifstativemenidifférentes entre elle(P<0,05).

Discussion

Les difféerents dosages lisés confirment la présence de phénols tota flavonoides.
La mise en évidence de tedlsubstancesst en accord avec les données de nombreux a
pour les feuilles d’'olivier (Marti-Garciaet al,2003 ;Furneret al, 2004 ) et pourC.siliquaL
(Avallone et al,1997 ;Kumazawseet al ., 2002 ;Makris et Kefala?00<; Silanicoveet al
.,2006 ; Bastid@t al,2009; Gohatret al,2009 ).

Les composés phénoliques se répartissent qualitagivieet quantitativement avec
facon inégale tanthez les différentes espécegétales qu’'a I'échelle de la plante elle m
(Macheixet al ., 2005).Globalement, nos données analytiques s’integrems tietervalle de

données rapportégsir la bibliographie

Nos données pour les feuilles C.siliquaL s’accordent avecceux de Corset al
(2002), ou les teneurs en phénols totaux des désudbnt plus élevées que cellefruit. De
méme, les teneurs enregistrées pO.europaea Lsont similaires a celles rapportés
différents auteurs (Skrget al ., 2005 ; Leeet al, 2009).La variabilité de teneurs en phén
totaux et flavonoidesntre Chamlal et Aimel n’est pas étonne Des observations similairt

sont notées par Boudhrioeaal. (2009) pour la variét€hetoui et Zarrazi .
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Il est difficile de comparer nos données a celefacibliographie . Le contenu en
composés phénoliques est sous tres forte infludidee au végétal et aux conditions
d’extraction ( Shet al,2003 ; Johret al,2006 ; Continet al .,2008).

L’extraction n'est pas qu’une étape de transforamatie la matiére premiére végétale
en un extrait ou un produit pur (Guerregb al, 1996). Son but est de faire diffuser les
composeés phénoliques présents dans cette matigétales dans la phase liquide (Escribano-
Baillon et Santos-Buelga, (2003). Ryanal (2002) notent que l'extraction des composés
phénoligues de leur matrice naturelle est compéqgpar leur diversité et leur sensibilité a
I'oxydation et I'hydrolyse.

L’extraction solide-liquide est obtenue par diffusi des éléments chimiques de
I'échantillon vers le solvant. La principale difédrce entre les deux systemes utilisés réside
dans le chauffage pour le systeme a reflux. L'actiariable de la température est en effet
rapportée par différents auteurs.

Les différences observées entre I'acétone-eau tamé-eau traduisent une sélectivité
d’extraction pour ces deux solvants. Le solvarilisét est en effet reconnu comme des
principaux facteurs affectent la quantité et lextdes polyphénols extraits grace a la polarité

du solvant et la solubilité des composés phénefiglans ce dernier (Tabattal, 2010).

Ce plus grand pouvoir extracteur de I'acétoneiést ba capacité a lyser les membranes
cellulaires et a libérer les composés en augmenéamt taux de diffusion et d’extraction
(Robard, 2003) .

Le méthanol est le meilleur solvant pour extrage ¢atéchines. De par sa polarité est
plus efficace pour extraire les phénols attachda @natrice fibreuse (Tabest al., 2007).
L’acétone est plus efficace pour extraire les cosgpoanthocyaniques et les composeés

phénoliques liés a la matrice protéique .
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VIl.2.Analyse des chromatogrammes par CCM

L’analyse chromatographique des différents extraitsis en évidence la présence de

nombreux spots variables.

Le nombre de spots varie en fonction des échansiltestés et du systéme d’élution
utilisé (Tableau 1V), En effet, Ribéreau Gayon,§3Pa rapporté que les valeurs de Rf sont

propres a chaque composé phénolique et systerugiae

Ces spots se distinguent également entre ewapaléur du rapport frontale (Rf) et

leur coloration apres révélation pour chacun di#érdnts échantillons.

Pour les feuilles d'olivier, le nombre de spotctionnés est variable en fonction du
systeme d’élution utilisé. Il passe de 19 spots d@esysteme A a 9 spots avec le systeme B. Le
premier systeme a également permis une trées boéparagion de nombreuses fractions
contenues dans les extraits méthanoliques desefediblivier. Une analyse de I'ensemble des
chromatogrammes nous a permis de séparer 19 comgedgf différents ce qui correspond a
environ 60% des fractions qui existent habituedlaindans les feuilles d’olivier. En effet, le
nombre totale de fractions différentes rapportédeanombreux auteurs est d’environ 32 (Ryan
et Roberd ,1998 ; Bianco et Ucella, 2000 ;Rgtal, 2000 ; Somovat al., 2003 ; Bendinet
al ., 2007).

Par ailleurs, en utilisant le deuxieme systemad®is avons pu mettre en évidence une
fraction de Rf 0,47 qui correspond au méme Rf dadard utilisé qui est la rutine. Celle-ci n’a

pas pu étre mise en évidence en utilisant le presygseme A.

Beaucoup d’autres fractions n’ont pas pu étre rais@vidence par CCM. Les autres
systemes d’élution utilisés ne nous ont pas pemmison fractionnement des extraits par

conséguent ne peuvent pas nous renseigner davautalgeprésence d’autres spots.

Mis a part les systéemes A et B, les 7 autres syegen’étaient pas efficaces pour
fractionner et mettre en évidence d’autres compdsegevanche, les deux systemes utilisés
précédemment (A et B) pour les feuilles d’olividont pas permis une bonne séparation des

fractions contenues dans I'extrait de feuilles de aroabier
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Tableau 1V : Fractionnement par CCM des extraits

Fractionnement des extraits de feuilles de carouhie

(B) (C) (D) E) F) (G) (H)

T| Rf [LI/RV|T| Rf |[LI|RV|T| Rf [LI|Rv| T | Rf |LI|Rv|T| Rf |LI|RV|T| Rf [LI|RV| T | Rf | LJ| RV
To|l O |Mf|Rf|Tgl O [M| R |To| O |GFf|Rf|T,|022]| J| Mf|T,| 07| G| G|Tg| O |M| R |T,;|011| J | Mf
T 05| Jc| J|T.] 04| 1 |Mc|T.]0,26|d | | T,/019/ J| M [T,/081 J| Jc|T4/0,25/ 1 |M |T,|019 J | M
T, 0,59 J J |[T,/061 G| Mc|T,|0,28]Jf J|T310,23| | |Mac|T3/0,88| J | Jc|T,|0,52|Jc| Jc| T3|0,23] G | Mac
T4 0,77| Jf | Ma|T3|0,63| J | Mf [T3| 0,39|Jf | Jf| T,|0,44| | |Mac|T4|0,93| J | Jc|Ts| 066/ Jf| Jf|Ts|044| I |Mac
T,410,89/Gc| | |T4/0,82| G| G T4/ 051|Jf | Jc| Ts|051| | | Bc |T5[0,97| G| G |T4/077| 3| J | Ts|051] | | Bc
Ts1 0,93 J | Vi Ts|0,74|Gc| | | T¢| 0,66 I | Vic Ts/0,87| | | G | T¢|066| I | Vic
Te| 0,94 V | G Te|0,78/Ge| | | T,]073|Vec| G Te| 0,95/ | |[Ma|T,|073|Vc| G

T, 0,8 |Gf| G| Ts|0,75|Vc| G T,1098| V| G |Tg|075| Ve | G

Tg| 0,971 | Vi |Tg|0,091] I | Vi To 091 J | Vi

To|0,98|V | G |Tc|096| V| G T 096 V| G

Systémes d’élution: (A) Dichlorométhane-Méthanol-eau (85-15-1 &) ,Ethyle acétate-Méthanol-Acide formique-Eau (1006335-10) , C) Dichlorométhane-Acide acétique-
Eau (50-45-15)( D) Ethyle acétate-Dichlorométhane —Acide formiqueédacacétique-Eau(100-25-10-10-1{F), Chloroforme-Méthanol-Acide acétique-Eau (100-15-0,5) ,

(F) Ethyle acétate-Acide formique-Acide acétique-eal+1%-11-27),(G) Chloroforme-Méthanol-Acide acétique -Eau (60 :306)(H) Ethyle acétate-Méthanol-Eau (100-16,5-
13,5).
Couleur : (B) Bleu ,(Bc) Bleu claire, (Bf) Bleu foncé (l) invisible, (J) jaune (Jc) jaune claire (Jf) jaune foncé (Jv) jaune verdatre(Jo) jaune orangé (| ) 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 a la lumiére du joufiRv) Couleur aprés révélation a la vanilline sulfurique
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TableaulV (suite) : Fractionnement par CCM des extraits

Fractionnement des extraits de feuilles d'olivier

(A) (B) (C) (D) (E) (F) (G) (H)

L L L L L L L[ R LR
T|Rf|J|RVT|RF|JI|RYT|RI|JI|RVT|RF|JI|RVT|RF|JI|RV[T|RF|JI|RVT|RF|J|Vv|T|RF|J|vV
T.|0,11/3f |3 |T./042| 3| ! [T4]0,74] | | M |T,|004| 3c| J |T,]0,22] IF| J [T¢]0,7| 3| IF|T,|0,25] 1 |[M|T,|0,56| I |Jc
T,|0,16/Jc|J |T,|047| 3| J|T,/086/ I | M|T,/0,39 Jo| J |T,/0,21|Jc| Iv|T,|0,8 J| J |T,|0,48]/Jc|JC|T,|0,63 I |JIv
T3 |0,26Jf |Jv [T3/0,49| | | G [T5]0,89] J |MC|T,]0,48| J | Jv|T3/0,42| | |Ma T4 0,63| Jf| Jo| T5|0,93| Jf | Vi
T, 10,31l |Gf [T4]0,59| J | Jv|T4|0,93 G |Mf|T,[067] | |M |[T4051 I | B T4 0,730 Jc|T4]0,96| V| G
Ts [0,33]1 [Ma|Ts|0,64| | |Ma|T5|0,98 | | Vi|T5/0,82] 1 | G |T5/056| 1 | G T5/0,98/V |G
Te | 0,37|Jc | Ge|Te|0,78| 1 |Vic Te| 0,97 | | Vi |Te|0,73| I | Bf
T,043|1 |Ma|T,|084/ M| B T,/0,98/ V|1 |T,/083| J| Vi
Te | 0,461 |B |Tg|0,94| Jf | Vi Te| 0,96/ Vf| G
To | 0,491 |Gf [T4|0,97| V| G
T 0,54/ | M

B
T.058/1 |G
T 061 |G
T1:]0,66|1 |Gc
T14| 0,73]3f | Vif
T2 0,76[1 |Vic
T 0,79/1 |Ma
T170,85/1 |Bc
T 0,911 |Ma
Tis| 0,96V |G
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TableaulV (suite) : Fractionnement par CCM des extraits

Fractionnement des extraits de graine de caroube

B C D E F G
T| Rf | LIIRv|T| Rf |LJ/RV|T| Rf | LIJ|IRv|T| Rf [LJ| Rv | T| Rf| LJ] RVT| Rf |[LJ|RV
T,/ 0,65| Jc | [T, 04| | | Mc|T,| 006 J J|T,]029] J Mf [T, 0,7 | Jf| Jc|T,/ 0,06 I | Mc
T,10,76| Jf| J|T,|093| Gff M|T,| 039 Jc| Jc|T,| 0,23 G Mc |T,| 0,76 | | R [T,/ 016| I | Mc
T3/ 081 Jc | T3] 098 I | Vi|Ts| 051 J| J|T3| 044 | Mac | T3| 0,86 | | Jc| T3] 0,25| Jc| Mf
T41089| G I T41 059 Jc| Jc|T4| 0,66 | Mac | T4| 0,98 | G | | T4 052 J I
Ts1 094 | 1 | Vic Ts| 0,77 J | | Ts| 0,91 | Mac Ts| 0,77 | Jf| Jf
Te| 08 | Gc| G |Tg| 0,96 | Vi Ts| 0,79 | | Ma
T,/ 084 1 | Ma T,/ 095| || Ma
Tg| 0,9 I G Tg| 0,98| | | Ma
Tg| 096 | | Vi

Fractionnement des extraits de pulpe de caroube
T.| 0,89 G |7, 04| 1 | Mc|T,|049| G I |T110,23| G Mc |T1/033| | | Mf|Ty| 0,25 I | Mf
T,| 0,61 | Mc|T,| 0,8 Gc G |T»| 0,66 | Mac | To| 0,51 | Mc|T,| 0,43 | Mc
T3] 0,7 | Gc | | T3] 095| | | Ma

Systemesd’élution: (A) Dichlorométhane-Méthanol-eau (85-15-1,%B)Ethyle acétate-Méthanol-Acide formique-Eau (1006135-10) , C)Dichlorométhane-Acide
acétique-Eau (50-45-15),( D) Ethyle acétate-Dindnieéthane —Acide formique-Acide acétique-Eau(10a-248.0-11) (E)Chloroforme-Méthanol-Acide acétique-Eau (100-
15-0,5-0,3) (F)Ethyle acétate-Acide formique-Acide acétique-edi+1%-11-27)(G)Chloroforme-Méthanol-Acide acétique -Eau (60 :306)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 verdatre(Jo)jaune orangé(l ) Invisible(G) grise (Gc) grise
claire,(Gf) grise foncé(Ma) mauve (Mac) mauve claire (M) marron (Mc) marron claire(Mf) marron foncg,R) rouge (Rc) rouge claire(Rf) rouge foncé(Vi) violet ,
(Vic) violet claire(Vif) violet foncéV) vert, (Vc) vert clair. .(T)Tache,(LJ) Couleur a la lumiéere du joufiRv) Couleur apres révélation a la vanilline sulfurique
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Quant aux autres systemes utilisés pour les feuilke caroubier, le nombre de spots
séparé passe de 4 avec le systtme C a 9 avectéaney® et a 10 avec le systeme E.
Cependant méme si ce dernier met en évidence unssipplémentaire, la majorité était
invisible a la lumiere du jour. Ce qui rend diffecieur récupération. Pour les graines le nombre

de spot passe de 03 pour le systeme C a 09 peystieme D.

Le nombre de spots observé sur le chromatogranariextrait méthanolique de la
pulpe est de len utilisant le systeme (B) , deex d@s systéme (D, C et E) et 3 spots avec les
systemes F et G.

Compte tenu des premiers résultats obtenus et apredyse des différents
chromatogrammes obtenus en utilisant les 09 diftéreystemes, nous avons opté pour le

choix suivant :
Systeme A :Dichlorométhane-Méthanol-Eau (85- 15-1,5)
Systeme B Ethyle acétate-Méthanol-Acide acétique-Acide faue (100-13,5-2,5-10)

Systeme C :Ethyle acétate-Dichlorométhane-Acide acétique-Admmique-Eau (100-25-10-
10-11)

VIl.2.1.Analyse de fractions obtenues dans les fdl@s d’olivier

Le systéme Dichlorométhane-Méthanol-Eau (85- 1%-B5permis de mettre en
evidence un profil chromatographique dans lequelndmbreuses fractions ont été bien
séparés. En comparant ce profil avec celui déerits la pharmacopée francaise, le spot n° 3
ayant un Rf de 0,26 et une couleur jaune veradaires révélation a la vanilline correspondrait
a I'Oleuropeine qui selon de nombreux auteurs sspre la fraction majoritaire des feuilles
d’olivier (Tutour et Guedon, 1992 ; Peregtal ,2007 ; Atioket al., 2008 ; Leeet al ., 2009 ;
Longet al., 2010).

Les travaux menés par de nombreux chercheurs ontréngue l'oleuropéine est
toujours considérée comme étant le composé majerida@s extraits de différentes variétés de
feuilles d'olivier ; 60-90 mg/g de MS selon Tutoetr Guedon. (1992), 73% selon Pereita
al.(2007), (29%) selon Atiokt al.(2008) et 110 mg/g de MS selon Logigal . (2010).
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Etant majoritaire et connue pour ses nombreusepriptés antimicrobiennes, elle a été

sélectionnée pour le test antibactérien.

Naturellement, la quantité élevée d’oleuropeinesdas feuilles d’olivier est influencée
par des facteurs génétiques, des facteurs envimemtaux, la répartition géographique et la
maturation des feuilles (Ranadi al, 2006).

Méme si le systtme G n’a pas été retenu pouwnita de travail, il nous a permis de
mette en évidence une fraction de Rf égale a (@Bte fraction a été également mise en
évidence par Longt al. (2010) en utilisant le méme systeme qu'il anide&e comme étant
I'oleuropéine. Dans la méme étude , ce systemeakem@gnt permis de mettre en évidence la
présence de la verbascoside avec un Rf de 0O, B%edtés faible intensité presque invisible qui
n‘apparait malheureusement pas dans le profil qomes ravons obtenu. L'absence de ce
composé ou du moins, la non révélation de cettetiéra pourrait s’expliquer par sa faible
teneur comparée a l'oleuropeine. Probablement ptdéffectué n’était pas suffisant pour

permettre sa révélation.

Une autre fraction a été mise en évidence ensanti le systtme B. Elle est

caractérisée par une couleur jaune et un Rf O@ntiglie au standard utilisé qui est la rutine.

Ormis la rutine, toutes les autres molécules desales feuilles d'olivier sont séparées
avec le systeme A .En plus de l'oleuropéine, uneauspot n°1 de Rf égale a 0,11 et de couleur
jaunatre est observé a la lumiere du jour et agnésation. Elle pourrait appartenir a la famille
des flavonoides (L'Huillier, 2007). Cette fractiast sélectionnée et grattée pour le test
antibactérien. Une autre fraction de Rf (0,16) ayas mémes caractéristiques que la fraction
citée a été également mise en évidence. Vue sk faiiensité, elle n’a pas fait I'objet d’une
sélection pour le test antibactérien.

Les standards utilisés ne nous ont pas permis rdift les différentes fractions

correspondantes aux flavonoides.

La majorité des flavonoides issus de feuilles dieli a été fractionné en utilisant
HPLC. Il s’agit de (la lutéoline-7-O-glucoside, latéoline-7-O-rutinoside, I'apigénine-7-O-
glucoside, la rutine, la lutéoline et I'apigénir(€)carraet al, 1991 ; Bravente-Garciet al .,
2000 ; Heimlert al.2002 ; Pereirat al2007 ; Hayegt al ., 2011).
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Une troisieme fraction n° 14 de Rf (0,73) cards&&® par une couleur jaune foncé a la
lumiére du jour et violette aprés révélation, ceastiques des triterpenes comme décrit par
(L’Huillier, 2007). . Etant différente des autrractions, nous lI'avons sélectionnée pour les

tests antibactériens.

La présence des acides terpéniques tel que lessaamdsliniques dans les feuilles
d’olivier a été rapporté par Guin@a al. (2006). D’autres composés terpéniques ont égaleme
éte découvert dans les feuilles d'olivier tel gqaeitle oléanolique, qui est présent sous forme
libre et en proportion considérable, qui peukiattre 3% de matiere séche de feuille (&lbi
al., 2001 ; Guinda ,2006). La présence des acidsmolique et masliniques en surface des
feuilles d'olivier, jouent un rdéle de barriere piopge qui sert a prévenir et éviter les microbes
d’entrer a l'intérieur des feuilles d’olivier (Koet al., 1985 ; Guinda ,2006 ).

La Fraction n°5 présente les mémes caractéristigiesl'acide caféique (une
fluorescence bleu claire sous la lampe UV, un R&leég 0,33 et une couleur mauve apres
révélation), suggérant son appartenance a ce typsohposé. La présence d’acide caféique
dans les feuilles d’olivier a été déja rapportéaf{gnte-Garciat al ., 2000 ; leeet al .,2009)
.Selon leeet al(2009) , I'acide caféique représente 0,31 mg/IBOYIS de feuilles d’olivier .

Beaucoup d’autres spots caractérisés par des ecsuddlant de mauve et bleu apres
révélation avec des Rf differents sont égalemenésemts sur le méme profil
chromatographique. Selon la littérature peuventespondre a la classe des anthocyanidines
aglycones ou glycosylés (Anderiambelosinal, 1998 ) .Le cyanidine et le cyanidine 3-O-
glycoside sont parmi les anthocyanidines cités daristérature et qui sont présents dans les

feuilles d'olivier.

Etant bien séparées, Ces trois fractions (n°et,131) ont été sélectionnées et ont fait

I'objet pour le test antibactérien.

On peut suggérer que la richesse des feuilles/@oken composés phénoliques pourrait

étre exploitée dans la protection des culturesredas agents phytopathogenes.
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VIl.2.2.Analyse de fractions obtenues dans les fdlgs, graines et pulpes d€ .siliqua L

Nous notons la présence des fractions communesivaau des extraits méthanoliques
de C.siliqualL (Feuilles, graines et pulpes du fruit). Leurfprest identique a celui de I'acide
gallique et du dérivé issu de I'hydrolyse d’acidartique avec le systeme D. En tenant compte
de leur couleur grise a la lumiere du jour et IRb¢0,80) ; nous suggérons qu’elles pourraient
correspondre a l'acide gallique. En effet , ce cosépa été déja mis en évidence par Avallone
et al .(1997) , Corset al .(2002) , Oweret al(2003) , Ayeset al .(2007) , Ortegat al( 2009)
et Custddioet al .(2011) danda pulpe du fruit et par Papagiannopoutdsl .(2004) , Joslyret
al.(2006) et Klenow .( 2009) dans la caroube ent&rgar Ben Hsounat al,(2011) et
Eldahsen , 2010 dans les feuilles de caroubitant présent dans les trois produits issus de

C.siliqug cette fraction a été sélectionnée pour le tedbactérien.

Selon Joslyet al. 006), I'acide gallique est présent en grandestjiés au niveau
des gousses murs @e siliqud. ; ce composé peut étre le résultat d’hydrolyseymatique
des tannins hydrolysables localisés au niveau dessgs vertes, qui sont connus pauvres en ce
composé. Dans les feuilles ainsi que dans les geussirs ; des dérivés de l'acide galliques
sont également détectés tels que I'épigallocatecBigallate , I'épicatéchine- 3-gallate,1,6-Di-
O-galloyl-glucose ,1,2,6-tri-O-galloyl-glucose et2B ,6-tétra-O-galloyl-glucose (Papagiann
opouloset al .,2004 ;Ben hsounet al,2011 ) .

L’'acide galliqgue est détecté dans les feuillepdpes deC.siliqua. comme étant le
composé majoritaire, qui est présent sous tforsnes libre, estérifié et glycosylé (Comdi
al., 2002 ; Ayest al, 2007). Fadett al (2011a b) ont montré que les extraits des pupas
plus riche , qualitativement et quantitativementagide phénolique simples et acide gallique
comparé a ceux des graines . L'acide coumariqué¢aetde gallique sont les acides
phénoliqgues majoritaires identifiés aussi bien dassextraits des pulpes que dans ceux des

graines.

Une autre fraction de couleur identique a cellgiteprécédemment mais de Rf égal a
0,49 a été mise en évidence dans l'extrait de pulpefruit de C.siliqua L. Selon le
chromatogramme obtenu, elle pourrait correspoadredrivés d’hydrolyse de I'acide tannique
par le systeme D. Ce dernier pourrait étre prolabig a I'origine de I'hydrolyse acide sur
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'acide tannique (Penta-galloylglucose). Ce compasété aussi sélectionné pour le test

antibactérien.

D’autres fractions n° 2 , 3 et 4 de Rf respeaif,28, 0,39 et 0,51) au niveau des
feuilles de caroubier et des fractions n°1 , 2t 8 de Rf respectifs a ( 0,06, 0,39, 0,51et 0,59)
au niveau des graines de caroube ayant des cqgalsmétre avant et apres révélation ont été
analysé. Elles semblent avoir les mémes caracdtgrest des flavonoides comme décrit par
L’huillier. (2007). Les fractions de Rf de 0,39(51 sont présentes dans les graines et feuilles
avec une intensité différente .Ces fractions oiit fabjet d’'une sélection pour un test

antibactérien.

En plus de la richesse des extraits méthanolidasdeuilles et graines en flavonoides,
elles contiennent également d’autres composeées gusont revélés en taches de couleur
violettes par la vanilline sulfurique (n° 8, Rf A®7) pour les feuilles et (n° 9, Rf de 0,96) pour
les graines, ces derniéres pourraient correspanaidriterpénes, monoterpenes stéroides et
caroténoides (Jorit al, 1994 ; L’huillier, 2007 ) . Ceci montre la rietse deC.siliqual en
composeés terpéniques confirmée réecemment par Bentdet al (2011b) qui ont détecté la
présence de différents huiles essentielles avanivke la caroube entiere et ils ont estimé
d’environ 25 composés, tels que les monoterpéhn&8%o).

Une autre fraction Jest présente dans les feuilles@isiliquaL de coloration rouge
apres révélation a la vanilline sulfurique. Etaohigé que cette fraction n’a pas pu migrer, elle
pourrait correspondre aux composés de haut poidécoiaire. Selon certains auteurs, la
couleur observée est caractéristique des catéchirtasnins condensés (Andriambelosbml
., 1998 ; Maoelat al.,2009 ).
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VII.3. Effets des extraits et fractions suPectobacterium atrosepticdgca

VI1.3.1.Activité antibact érienne des extraits bruts

La figure 7illustre I'effet des extraits bruts siPca Nos résultats montrent qu’a
concentration de 10@ng/ml, tous les extrai méthanoliquedestés présentent une acti

antibactérienne a I'égard deectobacteriur carotovorunssp.Atrosepticur.

Feuilles dO.europaed. Feuilles dO. europaeh Feuilles deC.siliquaL
VariétéChamla Variété Aimel

Figure .7 :Effetantibactérien des Feuilles (Ceratonia siliqual et d'Oleaeuropae: L

L’'analysestatistique de nos résultats montre une variaksigaificative (P< 0,05) d

I'effet des extraits utilisés (FigL 8) et classe ces derniers en trois groupes

-I'extrait de feuilles de¢C.siliqualL exerce le pouvoir antibactérien le plus puissauetic
une zone d'inhibition de 22,47mm de diame

- Les extraits d. europaei L (Aimel et Chamlal)he manifestent pas de différence |
0,05) d’activité antibactérienne entre ¢ les diamétres demones d’inhibitiorsont de 12,41 et
12,34 mm respectivement.

-les extraits des pulpes et grainC.siliqua L affichent le plus faible pouvo

antibactérier(7,90 et 8,93 mm respectivement pour graines s).
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25 -

Diametre de zone d'inhibition (mm

Aimel Chamlal feuilles Graine Pulpe ‘

Feuilles d'Olea europaea L Ceratonia siliqua L ‘

Figure 8. Evaluation d I'activité antibactérienne des extraits méthanak
Les valeurs portant des lettres différentes sgmifstativement différentes entre elles (P<0,

VI1.3.2.Activité antibactérienne des fractions

Les principales caractéristiquess différentes fractions testées sont résumées ddablEaLV

La sensibilitéde la souche dpectobacteriun{Figure 8) varieen fonction de la fractio
chromatographique utilisé&los donnéeexpérimentalesévelent que deux fractions isolé
d’extraits dO.europaed. (F; et F3) sont les moins activesPcas’est avéréerésistante a fet
présente la plus faible sensibilité 3.

Toutes ls fractions issues dC.siliqua L manifestent un effet inhibiteur siPca

L’activité antibactérienne la plus marqu(P<0,05) est observée pour les fractiF; (316, 74
mm) et ko (F 13,72 mm).
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Tableau V : Données sur les fractions chromatographiques &stée

Fractions | Eluant | Echantillon | Partie | Rf | Couleura | Révélationa | Composé possible
utilisée la lumiére | la vanilline
du jour sulfurique

3

F1 L
S -« 0,11 | Jaune foncé Jaune Flavonoides
2

F g f oy 0,26

i 0 10 2 Feuilles| | Jaune foncé Jaune orangé  Oleuropéi
c o S ge uropéine
g8 9
5 O

F; S O 0,73
S Jaune foncé Violet foncé Triterpénes
2

[ Graine | 0,06 Jaune Jaune Flavonoides

=)

K L &I’ Feuilles| 0,28 | Jaune foncé Jaune Flavonoides
= O
O

Fs ZF“u\I'-: | Feuilles| 0,39 | Jaune foncé Jaune foncé Flavonoides
[«
G Q © . . . .

F; % S g Graine | 0,39 | Jaune clairg Jaune claire Flavonoides
E S . —
o ® =

Fg ou n Pulpe | 0,49 Grise Invisible Dérivé d’acide
53 @© tannique
52 | ¢

Fo % S % Feuilles| 0,51 | Jaune foncé Jaune claire Flavonoides
o= o | , |

Fic g&: O Graine | 0,51 | Jaune foncé Jaune foncé Flavonoides
>0

Fi1 ﬁ E} Graine | 0,59 | Jaune claireg Jaune claire Flavonoides

=

Fi2 L Feuilles| 0,8 | Grise foncé Grise Acide gallique

Fis Graine | 0,8 | Grise claire Grise Acide gallique

Fia Pulpe | 0,8 | Grise claire Grise Acide gallique
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Figure 9 : Evaluation d’activité antibactérienne des fractiohsomatographiqu
Les valeurs portant ddettres différentes sont significativement difféenentre elles (P<0,0
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L’'analyse statistique de nos données montre deditaioes d’activité (P>0,05) de
fractions d’origine diverses .Cette similitude esservee entrE; feuilles dO.europaepet
(pulpe de caroube) avec des diametres de 12,68,45 Inm, respectivemeribé mémef et
F12(graine de caroube)Hpulpe de caroube) et Feuilles deC.siliqug manifestent la méme
activité (P>0,05).vis-a-vis dePca; le diameétre de la zone d’inhibition varie de 10a 10,84
mm.

Il en est de méme pour les fractions de feuilledsiliqualL (FsFeFy etk et de
graines (I3 avec un diametre de zone d’inhibition de 9,44 420hm(P>0,05).

Un quatrieme groupe de fractiorns(lF etk 4) manifeste une plus faible activité (9,72 a
10,59 mm).

VII.3.3.Activités antibactériennes comparées des #its et fractions.

La comparaison de l'activité des extraits brutscdes fractions correspondantes révele

les différences de comportement de Pca en présiensgbstances issues@esiliqual.

Les extraits bruts de feuilles d&siliqua L sont deux fois plus actifs que chacune des
fractions testees {Fs ,Fy et Fi) alors que I'action des fractions de pulpe de ubeo(fs etFia)
est plus marquée que l'extrait brut correspondinén est de méme pour les différentes

fractions des graines {~, Fio, Fi1et F3).
Discussion

Les différents résultats de I'antibiogramme tradoisune activité antibactérienne des
différents extraits vis-a-vis deca L’expression d’une telle activité antibactériertes extraits
testés s’'accorde avec les données de nombreuxrayteur Olea europaed. (Aziz et al.,
1998 ; Furneet al., 2004 ;Mossop ,2006 ; Chebadiial, 2007 ; Pereirat al ., 2007 ; Lee et
Lee , 2010 ; Djenanet al, 2012) etCeratonia siliquaL (Henis et al,1965; Tagariet
al.,1965 ; Tassoet al.,1997; Kivagket al,2002 ) .

Ces chercheurs attribuent ce potentiel bioactif métabolites secondaires (dont les
composés phénoliques) présents dans ces planwsuéilisés par le solvant utilisé. Nous
avons mis en évidence la présence de composeés lipju@sodans chacun des cing extraits
testés et le potentiel antimicrobien de la majodés composés identifies dans les extraits

d’'O .europaed. et C.siligualL est connu et largement rapporté par la biblipgie
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Les composés phénolique peuvent provoquer des mdge au niveau de la
membrane des cellules bactériennes (Jugenal, 1972) L'activité antibactérienne des
flavonoides peut étre expliquée par le mécanisnexdeité vis-a-vis des microorganismes qui
se fait soit par des interactions non spécifiqedied que I'établissement des ponts hydrogenes
avec les protéines des parois cellulaires ou legmes , la chélation des ions métalliques,
inhibition du métabolisme bactérien, la séquestnatde substances nécessaires a la croissance
des bactéries (Karaet al, 2005).

La sensibilité dePca varie avec le type d'extrait utilisé. L'extrait deuilles de
caroubier affiche I'effet inhibiteur le plus marguécomparativement aux extraits de feuilles
d'olivier (Aimel et Chamlal) ; la plus faible aciie est relevée avec les extraits de graine et
pulpe de caroube. Une telle sensibilité variabteesvée pouPcc par Lagha (2007), Bechar
(2008) pourPcaet Moussat al. (2010). Nous avons noté que l'activité antibaetée de

nos extraits est d’autant plus marquée que le@uteen composés phénoliques est plus élevée.

La nature des composés présents dans les expaitgait influer sur l'activité
antibactérienne de ces derniers. En effet, lesatraxde différents chercheurs (Skergetal,
2005 ; Ayeset al ., 2007 ; Ortegat al, 2009 ; Eldahsan ,2010 ; Hayes al ., 2010) ont
montré de grandes differences dans la nature degpases phénoliques présents chez
O.europaeal et C.siligua L. Une différence d’action synergique de ces cos@s présents
dans les extraits participerait a la variabilitél@eensibilité dé’caaux extraits testés. Comme
le notent Pereirat al (2007) et Lee et Lee (2010), un extrait peut plus efficace que I'un
de ses constituants pris isolement et la prophigtactive de chaque composé peut changer en
présence d'autres composés de l'extrait. Cetpotingse se vérifie dans le présent travail si

nous comparions entre eux les antibiogrammes desteet fractions chromatographiques.

ChezC .siliqual, les extraits bruts de feuilles manifestent angvité antibactérienne
nettement plus élevée que celle notée avec chadeseguatre fractions testées; pour les
graines et pulpes de caroube , ce sont par clastfeactions isolées qui affichent une activité

plus élevée que les extraits correspondants.

ChezO.europaed., I'activité de I'extrait brut est comparable @lle de la fraction fet
supérieure a celle dg Ha fraction i3 ne manifeste aucun effet. Nos résultats s’accoraleec

les données rapportées par différents cherchewig.eA al (1998), Pereirat al (2007) et
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Heniset al. (1965) ont montré que différentes fractions issléle divers extraits manifestent
des différences d’activité antibactérienne viss-des mémes souches bactériennes. Les
travaux de Yahiaoui-Zaidet al. (2007), Lagha (2007) et Bechar (2008) ont moniné
variabilité de comportement d&caet Pccen présence d’acide gallique et acide tannique. Nos
données sont en accord avec les résultats de chehee Puupponest al (2001) et Lee et Lee
.(2010). Ces derniers notent que I'oleuropeinen@mal composé phénolique des feuilles
d’olivier) a montré une plus forte activité antib&eenne que l'acide caféique alors que la

rutine et la vanilline n’exercent aucun effet.

Nos résultats sur CCM confirment cette hypothdaefraction F, étant I'oleuropeine

et la fraction I un flavonoide.

Les substances isolées des extraits de grainerdebea(F; et Fo) et de pulpe (§ ont
manifesté un pouvoir antibactérien plus élevé dertrhit brut correspondant. En absence
d’'une identification plus précise des flavonoidegéspnts dans chacune des fractions, il est
difficile de comparer nos données a celles de Hidgraphie. Nos données analytiques
suggerent que les différents flavonoides révélas @@M exercent chacun une activité
microbienne propre vis-a-vis d&ca .Cette hypothese est en accord avec les obsersati®
Vander Watt et Pretorius.(2001) , &t al (2008) et Faustet al (2009).

Les tests sur CCM nous ont permis de mettre eregduilla présence chézsiliqual
d’acide gallique (I, Fi3 et F4), d'un dérivé d’acide tannique dfet de 7 flavonoides {(FFs,
Fe, F7, Fo, Fio et FR3). Si le dérivé d’acide tannique est relevé unigemetrchez la pulpe de
caroube, l'acide gallique est retrouvé dans chaluB substrats (feuilles, pulpes et graines) de
C. siliguaL avec une activité antibactérienne globalemanilaire. Deux hypothéses peuvent

étre émises pour expliquer ces différences :

1- En accord avec les observations di&rdnts auteurs, il s’'agirait de molécules

distinctes avec une activité antibactérienne mapchacune d’elles.

2- En absence de dosages quantitatifscede molécules, les variabilités d’effets
pourraient traduire des apports difféerents en celecnles. Il est connu en effet que I'activité

anti microbienne des métabolites secondaires dégesndoncentrations utilisées.

Un effet combiné de ces deux hypothéses expliquesasimilitudes d’actions entre fractions.
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Conclusion

Conclusion

Les plantes restent toujours une source de prie@ptfs connus pour leurs propriétés
thérapeutiques et phytosanitaires. Le présent itravaorté sur I'évaluation du pouvoir
antibactérien d’'une part d’extrait de plant€de@ europaed. et Ceratonia siliqualL) vis-a-
vis dePcaet d’autre part de fractions de ces mémes exiszitées par CCM .

L’évaluation du contenu en phénols totaux et flaides dans nos substrats végétaux
révéle leur présence en quantités importantsrs lteneurs varient en fonction de I'origine
végétale et du solvant utilisé. D’autre part legilfes deC.siliquaL sont plus riches en

composeés phénoliques que les feuillg3.duropaed., pulpes et graines de caroube.

Les analyses qualitatives effectuées par la chrognaphie sur couche mince, ont
montré la présence d'une multitude de variétés aaposés dans les différents extraits
d’'O.europaeal et C .siliqua L. Aprés plusieurs essais, nous avons retenu grags
d’élution. Le systeme Ethyle acétate —Dichlorom@ééiAcide acétique- Acide formique —Eau
(100-25-10-10-11) nous a permis de récupérer lastibms majoritaires des produits de
C .siliqualL et le systeme Dichlorométhane-Méthanol-Eau (B8:B) nous a permis de
récupérer celles des feuillesQdeuropaeal et le systéme Ethyle —acétate-Méthanol-Acide
acétigue-Eau (100-13,3-2,5-10) a permis de mettrévedence la présence de la rutine dans

les extraits de feuilles d’olivier.

Les résultats de l'activité antibactérienne enteggs dans cette étude révélent la
sensibilité variable de I'agent phytopathog&wsetobacterium carotovorum ssp. atrosepticum
aux extraits testés et fractions chromatographiggmses par CCM. L’effet antibactérien le
plus prononcé est observé avec les fractions isdass graines du fruit ¢{Fet F 10), des
feuilles dO.europaed. (F,) et des pulpes du fruit {F

Ces résultats témoignent de l'efficacité des etdtrde plantegestés vis a vis de
Pectobacterium atrosepticumui est probablement due a leur richesse en coraposé
phénoligues. Ainsi diverses applications des pitsdiliD. europaed. et deC. siliqualL dans

la protection des plantes contre les agents phiftoganes peuvent étre envisagées.
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Conclusion

Il est nécessaire de poursuivre et approfondir rewall de recherche par une
identification et caractérisation approfondie dextions isolées, ainsi que de leur potentiel
antimicrobien. La recherche de nouvelles substamiesctives dans ces plantes mérite

€galement une investigation pour une valorisatigtimtale des plantes utilisées.
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Annexe

Annexe | : Courbes d’étalonnage pour le dosage desmposés phénoliques.

Absorbance 760 nm

Absorbance 340 nm

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

0,3
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

0,2 0,4 0,6 0,8 1
Acide gallique (mg/ml)

Y1:2251 x, R= 0,994

Courbe d’étalonnage pour le dosage des phénols tata

0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,014

Quercétine (mg/ml)

Y =21,14x, B = 0,998

Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides.



Annexe

Annexe Il : Préparation des solutions et des miliexde culture

Solution de Na&Cos (20%)

Solution de AICl; (2%)

2g de poudre de AICI3 anhydre (AKH,0) dans 100ml de méthanol.

Milieu King B

Composition Par litre
Peptone 20g
Phosphate de K dibasique (KHPO,) 1,1459
Sulfate de Mg (Mg SQ, 7H.0) 1,59
Agar 15¢g
Glycérol 10ml
Eau distillée 1000ml

Milieu Levure Peptone Agar (LPA)

Composition Par litre
Peptone 59
Extrait de levure 39
Agar 159
Eau distillée 1000ml

La préparation se fait par dissolution de 20g dgddadans 100ml d’eau distillée..



Annexe

Annexe Ill Tableau : Classification et activité antibactérienne demposés phénoliques

S

Classes de Structure générale Exemple de Substituant Activité
COMpPOSEs COMpPOSEs antibactérienne
o
| e T Acide cafeique | 3,4-OH - Membrane cellulaire
Qo 2 E N -Hyperacidification du
0 > O ®© C |
© o <E - Acide sinapi 4-OH, 3,5-0cH | ¢ytosol
S o—_— = plque - y IyI7 H _Alt, . d |
=R o ération de la pompe
25 = ATP ase
t = . : - i
o E, N @ lipides et les protéines
[} == . . . i
o Acide salicylique 2-OH membranaires
2 Catéchine 5,7, 3',4-OH
g
lfT_U Epigallocatéchine | 5,7, 3,’4',5-OH
" - Membrane cellulaire
% Apigénine, 5,7, 4-OH -Interaction avec les
>
= . .
= Lutéoline 5 7.3' 4-OH lipides membranaire
-Intéraction avec les
I . . .. .
& 5 . Kaempfeérol 5,7,4-0H protéines membranaire
o© >
ie) > . - ] . .
8 T Quercétine 5 7.3 4-OH Paroi cellulaire
g - -Synthése d’ADN
« g Hespéritine 5 7,3-0H,4-0CH | \1atabolisme cellulaire
LL S o
< o ' -Inhibition d’ADN
- Naringine 5, 4-OH, 7-RHG
2 . . gyrase
o § Biochanine A S, 7-OH, 4-OCH (topoisomérase II)
T ®© f s .
= Génisteine 5,7, 4-OH
o 2 Apigénidine 5,7, 4-OH
273
£ Malvidine 3,5,7,4-OH, 3, 5~
OCHs
S 3 Gallotannin lunité structurale -Activité anti-adhérence
5 8 Ellagitannin de base est I'acide| -Inhibition des
n e 9 gallique protéines fonctionnelles
£ — — -Inhibition des enzyme
= b | L'unite structurale _ggquestration des ior
c roanthocyaniding de base est lamatalli
@ S Proanth ding de  be t lBmétalliques
= ° catéchine
@]
o

RHG : Rhamnose-GlucoseQH : groupement HydroxyleQCHs: groupement Méthyle



Annexe VI :

Annexe

Principales utilisations @. europaed. en médecine traditionnelle (Ross, 2005)

insectes, antichute

Organe | Propriétés/utilisation traditionnelles| Préparation et/ou mode Pays
d’administration
Hypertension, laxative Décoction Orale Iran
Hypertension, diurétique, Orale Brazil
hyperglycémie
Traitement des dysenteries gastro- |Orale Espagne
intestinales, diabéte, analgésique
Hypotensive Infusion (Fe / séches) Italia
Ty .
@ | -inflammatoire
§ Traitement des hémorroides Rectale, en association aveglles de
les feuilles de thé de canari
Foeniculum vulgare
Antiulcéreux Cataplasme Oman
Constipation, les douleurs du foles | Usage interne Maroc
oblitérations intestinalesonique
Les formes légéres de diabéte, Orale Tunisie
hypotensive
Cholagogue, diurétique, hypotens Oman et
laxative, traitement des lithiases rén Italy
T et des obstructions intestinales
c .
~ Adoucir les membres fracturd Usage externe
traitement des écorchures irri
rhumatisme
Les foulures ou les entorses au pied Usage exteonere Torque et
n Iran
% c | Otalgie, Emollient, adoucissal Huiles, Usage externe
g' 7] prophylaxie pour les irritations causg
®  |par le bronzage et les piqures




Résumé

Deux plantes ont été choisi€deaeuropaeal et Ceratoniasiliqua L, afin de quantifier les principaux groupes
de composés phénoliques, suivi du fractionnemelguetanalyse par chromatographie sur couche matcge
tester leur activités antibactériennes vis-aRastobacteriunatrosepticumLes résultats obtenus ont montré que
les plantes étudiées renferment différentes cagyoie composés phénoliques. Le fractionnemenCga a
permis de sélectionner 3 systémes : Ethyle acBtatdorométhane-Acide acétique-Acide formique-EaQQ-
25-10-10-11) pou€ .siliqual (feuilles, graines et pulpes) et le systtme Diciméthane-Méthanol-Eau (85-
15-1,5) pour les feuilles @ .europaeal. La présence de la rutine dans les feuilles delia été mise en
évidence en utilisant le systeme Ethyle acétatehibtédl-Acide acétique —Eau (100-13,5-2,5-10).L'ektra
méthanolique des substrats utilisés et leurs @astimajoritaires correspondantes sont habiles #enHa
bactérie et cette inhibition varie selon la pagiéela plante et la fraction.

Mots clés: Olea europaea., Ceratonia siliqual. composés phénoliques, CCHl,atrosepticum

Abstract

Two plants have been chos@iea europaed. andCeratonia siliqual, in order to quantify the main groups of
phenolic compounds, followed by fractionation amlgsis by TLC and to test their antibacterial tigs
againsPectobacteriumatrosepticuniThe results obtained showed that the plants etudiontain different
categories of phenolic compounds. The fractionabtipiTLC allowed us to select three systems: Etlogtate
Dichloromethane-Acetic acid-formic acid-water (128-10-10-11) forC. Siliqual (leaves, seeds and pulp) and
the system dichloromethane-methanol-water (85-5%fbr O. europaedl leaves . The presence of rutin in
olive leaves has been demonstrated using the syiStagh acetate-methanol-acetic acid-water (100-P3%
10).The methanol extract of substrates and thejonitya corresponding fractions are skilful to inkilgrwth of
bacteria and this inhibition varies depending ® tart of the plant and the fraction.

Keywords: Olea europaeal, Ceratonia siliqual. phenolic compound , TL®,atrosepticum
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