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Introduction



Introduction

Dans la culture arabo-musulmane, I’olivier est un arbre sacré et particulier, il fait partie des
arbres cités dans le Coran sourate EI-Noor aya: 35. L'olivier Olea europaea L. a €té cultivé
depuis I’antiquité dans la région méditerranéenne pour produire des olives de table, huile d'olive
et des extraits de ces feuilles. Les produits de I’olivier ont été utilisés pendant des siecles comme

nourriture, conservateurs naturels et dans la médecine populaire.

L’ Algérie fait partie des principaux pays méditerranéens dont le climat est plus propice a
la culture de I’olivier. Elle se positionne aprés I’Espagne, I’ltalie, la Gréce, la Turquie, la Syrie, la
Tunisie, le Maroc et I’Egypte qui sont les plus importants pays producteurs des olives et d’huile

d’olives.

L’olivier appartient a la famille des Oleacéaes, le nombre élevé d’especes est révisé par
plusieurs auteurs, parmi ces chercheur Green et Wikens (1989), qui ont basé sur des études
morphologiques, caryologiques, anatomiques, paléontologiques et biochimiques, ainsi que Green
(2002) sur la morphologie et (Bernard et al., 2002) sur des bases moléculaires.

La caractérisation morphologique et phénologique est le premier indicateur de la diversiteé,
cette derniere chez [I’olivier s’intéresse particulierement a I’arbre, I’inflorescence, la feuille, le

fruit et le noyau selon les normes du COI (1997).

La caracterisation biochimique se base sur les études quantitatives et qualitatives des
différents metabolites primaires et secondaires trouvés dans I’olivier Olea europeae L. L’ olivier
avec les différents organes est caractérisé par une large gamme des composés phytochimiques y
compris les glucides, les acides gras, les acides aminés, les protéines, les tanins, les composés

phenoliques, des terpénoides, des stéroles, et bien d’autres constituants.

L’utilisation la plus connue de I’olivier est sans nul doute la production de I’huile d’olive
utilisée a des fins alimentaires, cosmétiques et thérapeutiques. Par ailleurs, les propriétés
médicinales de I’olivier sont également attribuées a ses feuilles qui font aujourd’hui I’objet de
nombreuses recherches scientifiques. En effet, I’utilisation des feuilles et fruits (huiles) de

I’olivier en phytothérapie remonte a tres loin dans I’histoire.

L’olivier est considéré donc comme étant une plante aromatique et médicinale, réservoir de

composés naturels aux effets bénéfiques. Certains composés identifiés dans les extraits des



feuilles et fruits, tels que les composés phénoliques sont doués d’activités biologiques

extrémement importantes (Bisignano et al., 1999).

Les thérapeutes nutritionnels affirment que la majorité des aliments phytochimiques, d’une
alimentation idéale, particulierement bons pour la santé sont riches d’éléments phytochimiques,
composants chimiques des aliments végétaux. Ces élements phytochimiques présentent certaines
caractéristiques des nutriceutiques nutriments qui agissent comme des médicaments, mais sans
effets secondaires ,parmi les bienfaits de ces composants chimiques, on peut citer ; la diminution
des taux sanguins de glucose de cholestérol total et de cholestérol-LDL), la feuille est 1égérement
hypoglycémiante : elle aide donc a la régularisation des diabétes et réduit les dosages d’insuline .
Les feuilles de I'olivier et I'nuile d'olive diminuent I'incidence des maladies du cceur et normalise
les irrégularités des battements du cceur (arythmie). Les recherches réalisées in vitro par plusieurs
auteurs ont démontré que les polyphénols sont les principaux composés antimicrobiens des
plantes, ayant des modes d’action divers et des activités inhibitrices et létales vis-a-vis de

nombreux microorganismes.

Le sujet de la présente these s’inscrit dans le cadre de I’étude du comportement biologique,
physiologique et biochimique de quatre variétés de I’olivier de la station Maazouzi lekhdar Mila,

et I’étude des activités biologiques de deux organes feuilles et fruits.
Cette présente these s’articule autour de trois parties.

Dans une premiere partie, nous nous proposons une étude bibliographique qui regroupe trois

chapitres :
v’ Biologie et physiologie de I’olivier
v Biochimie de I’olivier
v’ Activité biologique de I’olivier
Une deuxieme partie regroupe les différentes méthodes de travail

Finalement les résultats et discussion font I’objet de la troisieme partie de la thése.
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PARTIE I Chapitre 1 -Biologie et physiologie de I’olivier

I - Biologie de I’olivier

1-Origine de I’olivier

La famille des Oléacées est composée de 500 a 900 espéces, regroupées en 24 ou 29
genres. Le genre Olea comprend une soixantaine d'espéces localisées dans les régions

tropicales et subtropicales de I'Afrique, I'Asie et de I'Océanie. (Savournin et Regli, 2002).

L’histoire de la présence de I’olivier est intimement liée aux civilisations qui ont vu le
jour autour du bassin Meéditerranéen (Grecques, Pheniciens, Carthaginois, Etrusques...).
Palamarev (1989) considére que le genre Olea existait dans le bassin Méditerranéen depuis
I’ére de I’Oligocéne (plus de 23 millions d’années).

Selon Artaud (2008) bien que I’olivier soit originaire d’Asie mineure. Mais il s’est
ensuite propagé a tout le bassin mediterranéen rapidement grace aux Grecs et aux Romains
lors de leur colonisation du bassin méditerranéen. Puis les européens qui sont partis a la
découverte du nouveau monde, ont permis la culture de I’olivier aux Etats-Unis, en Amérique
du Sud. Actuellement on le retrouve méme au Japon. Liphschitz et al.(1991) ; Zohary et
Hopf,(2000) considérent que I’olivier sous sa forme sauvage était présent dans le bassin
méditerranéen bien avant le Néolithique; mais soutiennent I’hypothése d’un centre primaire

de domestication a I’est.

Si on parle de I’origine génétique, les données moléculaires ont mis en évidence une
divergence entre I’olivier Méditerranéen (O. europaea ssp. europaea) et I’olivier sub-saharien
(O. europaea ssp. Laperrenei) (Besnard et Baali-Cherif, 2009). Selon Chevalier (1948) e t
Turrill (1951) la domestication de I’olivier se serait produite entre 5700 et 5200 ans avant
I'époque actuelle dans le Proche-Orient, selon cette hypothese, les oléastres étaient un groupe
homogéne confiné a I’est du bassin mediterranéen, et les oliviers cultives dériveraient de ce
groupe d’oléastre. (Liphschitz et al., 1991 ;besnard et al.,2001;Brozined de Garaffa et
al.,2002; Breton et al.,2006,; breton et al.,2006,)confirment cette hypothése, ils montrent
que L’origine génétique de I’olivier est jusqu’a présent mal connue, I’oléastre a toujours été
considéré comme I’ancétre de I’olivier cultivé. L’étude de la diversité moléculaire de cultivars

et d’oléastres révélée que les cultivars s’apparentent aux oléastres.

Les relations entre I’olivier et I’oléastre sont discutées depuis I’ Antique, les grecs dont
Théophraste s’interrogeaient sur la facon de passer de I’'un a I’autre (Amigues, 1993), et

aussi I’olivier et I’oléastre sont considérés comme tres proche botaniquement, les botanistes

;
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en ont fait deux variétés de la méme sous espéce europaea de I’espéce Olea europaea.
Terral et al .(2004) et Breton et al.(2006) vues que I’olivier et I’oléastre sont

génétiquement tres proches.
2- Reépartition et production de I’olivier
2-1- Dans le monde

Bien que I’olivier soit présent dans les quatre continents, environ 95% de la production
mondiale de I’huile d’olive provient du Bassin méditerranéen. L’olivier est considéré comme
une espéce caractéristique de la région méditerranéenne. On le rencontre surtout entre le 25°™
et 45°™ degré de latitude, dans I’hémisphére nord aussi bien que sud .on le trouve méme dans
Ameériques (Californie, Mexique, Brésil, Argentine, Chili), en Australie et jusqu'en Chine

(Benhayounet Lazzeri, 2007). La figure(01) montre la répartition de I’olivier dans le monde
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Figure N°01 : Carte oléicole mondiale (AFIDOL, 2015)

La production mondiale d’huile d’olive fluctue en fonction des conditions climatiques,
et de la bisannualité de la récolte. Cette production mondiale est également I’influencée de la
production d’huile d’olive de I’Italie, et de I’Espagne qui représentent environ deux tiers de la
production modiale totale . En effet I’Espagne produit a peu prés 41 % de la production

mondiale, et I’ltalie produit 18 % de la production mondiale. Viennent ensuite les autres
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producteurs comme la Gréce qui représente 12,1 %, le Portugal qui représente 1,7 % et
la France avec 0,2 %. Cela fait de I’Europe le principal continent producteur d’huile d’olive,
car elle presente environ 75 % de la production mondiale.

Les autres pays producteurs d’huile d’olive sont la Syrie qui représente 5,2 % de la
production mondiale, et la Turquie avec 5,1 %, la Tunisie avec 4,9 %, le Maroc 3,3 %, et

I’Algérie 1,7 % du volume global d’huile d’olive dans le monde.

Selon Onfaa (2016), les données relatives a la production mondiale d’huile d’olive ont
fait état d’une quantité de 2,4 millions de tonnes au cours de la campagne 2014/2015 (octobre
2014, septembre 2015), avec une baisse qui s’éleve a pres de 25% comparativement a la
campagne antérieure. La baisse la plus importante a été enregistrée en UE, avec une baisse de
42%. Cependant, la Tunisie a enregistré une tres bonne campagne oléicole, avec une
augmentation qui s’eéléve a 38%. Par ailleurs, les prévisions de production d’huile d’olive
pour la campagne en cours (2015/2016) s’est élevée a 2,9 millions de tonnes, soit une
augmentation de 22% comparativement a la campagne ecoulée, a noter également, que la

campagne en cours (2015/2016) a démarré avec un stock de 796.000 t d’huile d’olive.

2-2- En Algérie

Selon Onfaa (2016), la superficie du verger oléicole au cours de la campagne
(2015/2016), selon les chiffres provisoires de la DRDPA, s’est élevée a 471657 ha. Cette
superficie a connu une augmentation de prés de 16% comparativement a la campagne
écoulée, ce qui correspond a la mise en place de plus de 64000 ha de nouvelles plantations. I
est a signaler que 75 % de cette superficie a été réalisée a travers 15 wilayas oléicoles. Parmi
les wilayas traditionnellement oléicoles, la wilaya de Skikda, seule a réalisé une superficie de
plus de 5000 ha. Tandis que dans les nouvelles zones oléicoles, la wilaya d’El Bayadh a
enregistré aussi une superficie considérable de 4274 ha. Selon le Ministere de I’agriculture
(2005), Cette surface est localisée au Nord (Centre, Est et Ouest) avec un pourcentage de
99.6%, et le Sud avec 0.4% Figure (02).

-
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Figure N°0%: Carte oléicole d’Algérie (ITAFV, 2008)

La filiere oléicole Algérienne est I’une des moins compeétitives en Méditerranée, méme si

le pays est classé 7éme producteur mondial par le Conseil Oléicole Internationall (COI). Elle

a bénéficié de peu d’initiatives de modernisation; I’irrigation, la mécanisation et la

fertilisation y sont ainsi faiblement répandues, et le tableau (1) regroupe I’amélioration de

rendement dans les deux dernieres années. . L’analyse des données de déférentes wilayas fait

ressortir les points suivants:

e Un accroissement des superficies oléicoles a été constaté dans I’ensemble des wilayas;

e Une augmentation de la production en olives a également été observée dans

I’ensemble des wilayas potentielles a I’exception de la wilaya de Bouira ou la

production a baissé de prés de 55%.

e Une augmentation de la production en huile d’olive a été enregistrée dans I’ensemble

des wilayas potentielles a I’exception, aussi, de la wilaya de Bouira

e Une baisse du rendement des oliveraies a été constatée a travers les wilayas

potentielles a I’exception de la wilaya de Jijel ou le rendement a augmenté de 75%.
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Tableau | : Evaluation de la campagne oléicole 2015/2016 a travers les wilayas potentielles
(Onefa, 2016)

Wilaya Béjaia Tizi-Oizou Skikda Jijel Total national
23% 13% 8% 7%

Années 2014 2015/ | 2014 2015/ | 2014 2015/ | 2014 2015/ | 2014 2015/
/2015 | 2016 /2015 | 2016 /2015 | 2016 /2015 | 2016 /2015 | 2016

Superficie | 52798 | 56063 | 35608 | 35912 | 10758 | 16067 | 14975 | 19715 | 407185 | 47655
— ) e . e
(ha)

Production

D’olive a 893428 | 999835 | 382457 | 534642 | 196680 | 347780 | 146673 | 319018 | 420431 | 474730
Huile(Qx) —> — -— — —
ui

Production | 193312 | 212896 | 75862 | 100947 | 45236 | 76500 | 28798 | 66758 | 746781 | 935170
d’Huile . L,

— = I —>
d’olive hl

2-3- Dans la wilaya de Mila

Avec une superficie totale de 10978,5 ha, I’oléiculture dans la wilaya de Mila occupe
une place importante surtout dans les régions montagneuses, dont la majorité des superficies

se localise dans la commune de Tassadane, Hamala, Grarem G, M. Zarza et Chigara.

La production oléiculture est estimée en 2010 a 70.173 quintaux de I’olive, cette
production est augmentée au cours des dernieres années et sa production en 2015 est estimee a
107 ,932 quintaux de I’olive Tableau (I1).

Tableau Il : Production de I’olive dans la wilaya de Mila. (D.S.A Mila, 2015)

Années 2010/2011 2011/2012 2012/2013 2013/2014 2014/2015

Production(Qx) | 70.173 80.219 87.218 90.142 107.932

3 - Taxonomie de I’olivier

L olivier appartient a la famille des Oléacées, genre Olea. Elle comprend une trentaine
de genres (De Candolle, 1886 ; Flahault, 1986), et plus de 600 espéces. Le nombre élevé
d’especes est étudié par plusieurs auteurs. Il est étudié par Green et Wikens (1989) sur une
base d’études morphologique, caryologique, anatomique, paléontologique et biochimique.
Green (2002) sur la morphologie et (Bernard et al., 2002) sur des bases moléculaires .Olea

europaea a un nombre chromosomique de 2n=46 chromosomes, la dénomination scientifique
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I'olivier a été nommé Olea europaea et introduit pour la premiere fois dans "Species

plantarum”, par Linné, en 1753.

Selon Loussert et Brousse (1978), I’espéce Olea europaea se subdiviserait en trois

grandes sous especes :

A / Euro-méditerranéen Série sativa.
Série oleaster.

Olea europaea Var.cyrenaica.

B / Laperrini Var.maireana

Var.typica.

C / Cuspidata. . .variéteé

L’olivier présente la classification suivante :

> Regne: Plantae

» Sous-régne : Tracheobionta

» Embranchement : Spermaphytes (Phanérogames)
» Sous Embranchement : Angiospermes

» Classe : Dicotylédones (ouThérébinthales)
» Sous-classe : Astéridées (ou Gomopétales)

» Ordre: Gentianales (ou Lingustrales)

> Famille : Oléacées

» Genre : Olea

> Espeéce: Olea europaea .L

]
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Figure N°03: Schéma de la taxonomie du genre Olea (Oleaceae simplifiée (Green,
2002)

4 -Morphologie de I’olivier

L'olivier est un arbre a feuillage persistant de longue vie, généralement plus de 500

ans, mais des arbres plus agés de 2000 ans ont été enregistrés. (Besnard et al ., 2000).

L’olivier est une plante sempervirente d’une grande longévité. Son systéme racinaire
est trés large et se compose principalement de racines adventices qui se développent dans les

premiers centimétres du sol (Villa, 2003).

Le systeme racinaire s'adapte aux conditions de sol et n'émet de racines profondes que
si les conditions hydriques et minérales I'exigent, I'olivier présente un systéme racinaire a
développement latéral, avec trois ou quatre racines dominantes et un important poilu qui reste
géneralement localisé dans une profondeur de 50 a 70 c¢cm, principalement sous le tronc
(Argenson et al .,1999).

L'olivier est un arbre de 3 a 10 meétres, parfois un arbrisseau de 1,5 a 2 metres. Dans les
pays chauds, il peut arriver jusqu'a 10 métres de hauteur (Fourastée, 2003), et selon Bartels
(1997), I’arbre mesure jusqu’a 15 m de hauteur, généralement noueux, écorce adulte gris et

crevassée, souvent couverte cicatrices.

Le tronc des jeunes oliviers est droit et circulaire Figure (04). En vieillissant, il se

déforme et acquiert son aspect tourmenté caractéristique, des zones successives de dépression,
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les cordes, apparaissent. Dans les zones tres humides, des caries peuvent déformer le bois
pourtant tres dur. (Douat, 1998).

Figure N°04 : Principales parties d'un olivier (Argenson, 1999).

Les feuilles sont simples, lancéolées, pointues sur le rameau, elles sont opposées et le
pétiole est court, elles sont glabres et a bords révolutés. La nervure principale est seule
apparente. La face supérieure est luisante de couleur vert foncé, tandis que la face inférieure
présente un aspect argenté dd a une pruine, les feuilles de l'olivier mesurent de 2 a 8
centimetres de long et de 0.5 a 1.5 centimetres de large. (Pellecuer ,1985 ; Douat ,1998 ).

L'olivier ne feuillit et ne défeuillat pas en entier chaque année : son feuillage est
persistant. Les feuilles restent deux ans sur le rameau et ne se détachent qu'a la troisieme

annee (Amoreux, 1784).

Dés le debut du mois de mai, on peut voir fleurir les oliviers, cependant la floraison ne
dure qu'une huitaine de jours. Ce sont des fleurs hermaphrodites, tétraméres au cceur de la
fleur, I’ovaire a 2 loges se prolonge par un épais stigmate, et les 2 étamines saillantes
s'attachent sur le tube de la corolle. Les fleurs sont petites, blanches, odorantes, regroupées en

grappes dressées a l'aisselle des feuilles (Douat ,1998 ; Pagnol, 1999).

Le fruit et le noyau sont de forme et de dimension variables, caractéristiques de la
variété qui leur donne naissance. La forme du fruit peut étre sphérique, ovoide ou allongée, la
longueur du fruit et celle du noyau sont le caractére le plus héréditaire (Fantanazza et
Baldini, 1990).
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I1- Physiologie de I’olivier

1-Cycle végétatif annuel

Le déroulement annuel du cycle végétatif de I’olivier est en étroite relation avec les
conditions climatiques de son aire d’adaptation (Lousert et Brousse, 1978). D’apres
Boulouha (1995) le cycle biologique de I’olivier est caractérisé par le chevauchement de deux

fonctions physiologiques différentes:

e La floraison et la fructification de I’année en cours qui se manifestent sur les rameaux

d’un an.

e La croissance végétative des nouvelles ramifications qui naissent sur les rameaux d’un

an ou sur d’autres ages différents Figure (05).

- Stade repos hivernal : D’aprés Lousert et Brousse (1978), la période du repos
hivernal s’étend de novembre a février. Certaines variétés de I’olivier ont besoin d’un repos
hivernal pour fleurir et fructifier normalement. Par ailleurs, le caractere des feuilles
persistantes chez I’olivier empéche celui-ci d’entrer en phase de dormance mais seulement en
phase de demi-repos. Pendant cette péeriode, I’arbre reconstitue ses réserves et accumule une
certaine quantité de froid nécessaire a I’evolution des bourgeons (Daoudi, 1994).

- Réveil printanier : Se manifeste par I’apparition de nouvelles pousses terminales et
I’éclosion des bourgeons axillaires, ces derniers, bien différenciés donneront soit du bois
(jeunes pousses), soit des fleurs. Trois étapes ménent a la formation des fleurs:

L’induction florale chez I’olivier se déroule entre décembre et février (Ouksili, 1983).
La différenciation florale est définie comme étant I’ensemble des changements
morphologiques que subit un méristtme au cours de sa transformation en fleur ou en
inflorescence.

D’aprés Morettini (1950), la différenciation florale aurait lieu 40 a 60 jours avant la
floraison, c’est-a-dire vers la mi-mars, la date de la différenciation florale est fonction de la
nature de la variété (précoce ou tardive) (Basso, 1954).

Et finalement Croissance des ébauches florales et floraison: la croissance des ebauches
florales commence dés leur différenciation, mais la période la plus active a lieu apres la
méiose et la maturation des cellules reproductrices aboutissant a I’éclatement du bouton a
fleur. L’irrigation ou les pluies d’avant la floraison, améliorent le nombre de fleurs par
inflorescence et le nombre de fleurs parfaites (Nait Taheen et al, 1995). Aprés la floraison en

passe a la période de Pollinisation.

-
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-Pollinisation : Chez I’olivier est essentiellement anémophile. Elle n’est assurée que si

le pollinisateur se trouve a moins de 30 m de la variété a pollinisé.

- Fécondation : La fecondation est le résultat de la fusion des noyaux reproducteurs
males et femelles donnant naissance a I’embryon et a I’aloumen, si le taux des fleurs
féecondées varie de 1 a 5%, on obtient alors une récolte satisfaisante (Nouri, 1994).

- Nouaison et grossissement du fruit : Aprés la fécondation, I’ovaire se développe et
grossit, on dit que le fuit est noué, cette, nouaison correspond a I’apparition des jeunes fruits
apres la chute des pétales. Selon Villemeur et Dosba (1997) I’olivier se situe, en forte
floraison, autour de 500000 fleurs par arbre adulte pour 1 a 2% de fruit. Ouksili (1983)
affirme que le taux de nouaison est en fonction du pollinisateur, de ce fait, en remplacant la
pollinisation libre de Chemlel par une pollinisation contrélée (utilisation de la variété Frantoio

comme pollinisatrice) le taux de nouaison passe de 4,6 a 11,6%.

-Chute physiologique : De nombreux fruits peuvent chuter, c’est la chute physiologique
de juin. Elle est salutaire, car elle constitue un éclaircissage naturel. Elle peut toucher jusqu’a
50% des fruits noués. Les premiers fruits qui tombent sont ceux dont la fécondation a été
incomplete. Un temps humide et froid peut accentuer cette chute. Les jeunes fruits, en
situation défavorisée pour leur alimentation, chuteront également (Lousert et Brousse,
1978).

- Maturation : La maturation est un processus physiologique et biochimique
intervenant vers la fin du cycle végétatif annuel de I’olivier. C’est la phase durant laquelle le
fruit s’enrichit en huile. La période de maturation dépend de la variété et des conditions
climatiques locales (Lousert et Brousse, 1978). Selon Abdulgari et Ayson (1994) la durée
de maturation dépend essentiellement de la variété (précoce ou tardive), de I’altitude et de
I’irrigation. L’échelonnement de la maturation est une caractéristique genétique. Cependant,
elle est contr6lée par les facteurs de I’environnement (Fantanazza, 1988).

- Croissance végétative : L’olivier présente en conditions pluviales une croissance
cycligue bimodale. La premiéere période débute en mars jusqu’au début juin. Le deuxiéme

intervient en septembre pour s’arréter vers la fin du mois de novembre (Poli, 1986).

.
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Figure N° 05 : Stade phénologiques d’olivier (Girona ,2001)

2- Exigences agro-écologiques

En repos végétatif hivernal, I'olivier résiste jusqu'a -8 a -10°C. Mais, les dégats peuvent
étre trés importants pour des basses températures (0 & -1°C) pendant la floraison, également a
des hautes températures (35-38°C), I’augmentation de la température au dela 40°C orovoque
I’arrét de croissance végétative, les feuilles peut étre brilées et les fruits peuvent chuter,
surtout si l'irrigation est insuffisante. La production de I’olivier est normale avec 600 mm de
pluie bien répartis dans le temps entre 450 et 600 mm, la production est possible pour un sol
profond et argilo limoneux (les capacités de rétention en eau du sol soient suffisantes), avec
une pluviométrie inférieure a 200 mm, l'oléiculture est économiquement non rentable. Les
facteurs défavorables de la production des oliviers sont: les vents chauds au cours de la
floraison, et les gelées en printemps (Walid et al., 2003).

3- Variétés de I’olivier en Algérie

Selon Ahmim (2006), parmi les variétés locales, donc rustiques, nous avons la variété
Chemlel qui se rencontre dans toute la Kabylie du littoral au sud de Mchedellah, et la vallée
de la Soummam, elle est considérée comme étant bonne productrice d’huile de bonne qualité.
Les variétés Limli, Azaradj et Bouchouk, se rencontrent surtout dans la vallée de la

Soummam, ces quatre variétés a elles seules représentent les trois quart de la production
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oléicole nationale. Une autre variété mais plus de consommation que productrice d’huile est la
Sigoise, de la région de Sig, donc de I’ouest du pays, elle produit d’excellentes olives de table.
Les variétés introduites, pour la majorité durant I’époque coloniale sont la Cornicabra, la

Sevillane la Lucque, La frontoio et la Leccino, sont pour la majorité d’origine italienne ou
francaise.

.3
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I11- Biochimie de I’olivier Olea europeae L.

1- Biochimie des feuilles et fruits de I’olivier Olea europeae L.

Nous connaissons actuellement plus de 250000 especes végétales, parmi ces especes
Olea europeae, qui synthétise un large éventail de substances chimiques de structures
variées, parmi elles, on distingue classiquement les métabolites primaires et les métabolites
secondaires. Les métabolites primaires sont des produits issus directement des phyto
assimilates (sucres simples, acides aminés, protéines, acides nucléiques et organiques), qui
participent a la structure de la cellule végétale ainsi qu’a son fonctionnement de base
(Hopkins, 2003). Ils sont souvent produits en grande quantité mais présentent une valeur
ajoutée relativement basse. Ces métabolites sont aussi définis comme des molécules qui se
trouvent dans toutes les cellules végétales et, nécessaires a leur croissance et a leur
développement (Raven et al., 2000). En revanche, les métabolites secondaires ne sont pas
produits directement lors de la photosynthése, mais sont synthétisés a partir des métabolites
primaires et sont le résultat de réactions chimiques ultérieures. (Croteau et al., 2000 ; Raven
et al., 2000).

1-1-  Métabolites primaires des feuilles et fruits de I’olivier

Les feuilles fraiches de I’olivier sont caractérisées par une matiere seche proche a 50%.
La composition chimique globale varie d’une variété a une autre également selon les
conditions climatiques, époque de prélevement, age des plantations (Nefzaoui, 1995). Selon
Boudhrioua et al.(2008) les feuilles sont particulierement riches en carbohydrates , avec une
quantité varie de 37 a 42.5 mg/g, la matiere organique (protéines) varie de (5.0 a 7.6 mg/qg),
des lipides entre (1.0 et 1.3 mg/g), des monomeéres et polymeres phénoliques (tel que les
tannins et principalement par des polysaccharides (tel que cellulose, hémicelluloses) varient
de (1.3a2.3mg/g), et les minéraux avec des quantités de (2.8 a 4.4 mg/qg).

Le fruit de I’olivier, est une drupe plus ou moins ellipsoidale de taille variable selon
I’épicarpe. La composition chimique de I’olive est en fonction de plusieurs paramétres dont la
variété, le climat et les conditions culturales. Selon Maillard (1975) la Pulpe (épicarpe +
mésocarpe) se composent de 24.2 % d’eau, 56.40 % lipides, 6.8 % protides, 9.9 % glucides,

et 2.66 % cendres, la coque du noyau se compose de 4.2 % d’eau, 5.25 % lipides, 15.6

-
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% protides, 70.3 % glucides, et 4.16 % cendres. Pour I’amende, il se compose de 6.2 %
d’eau, 12.26 % lipides, 13.8 % protides 65.6 % glucides, et 2.16 % cendres.

1-2 Métabolites secondaire des feuilles et fruits de I’olivier

L’olivier est considéré comme étant une plante aromatique et médicinale, réservoir de
composés naturels a haute valeur. Les métabolites secondaires sont des molécules nécessaires
a la défense de la plante contre les agressions extérieures. Ils sont produits en trés petites
quantité, et présentent une grande diversité structurelle (plus de 200000 structures définies)
(Hartmann, 2007). Les produits naturels sont les principales sources de molécules bioactives
(Sarni-Manchado et Cheynier, 2006). Parmi les metabolites secondaires bioactifs presents

dans les plantes:

-Les composés azotés: alcaloides

-Les composés phénoliques: tanins, quinones, coumarines, flavonoides

-Les terpénes

1-2-1 Composés phénoliques des feuilles et fruits de I’olivier

1-2-1-1- Généralités sur Les composés phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires,
caractérises par la présence d’un cycle aromatique, qui porte des groupes hydroxyles libres ou
se lie a un glucide. lls sont présents dans toutes les parties des plantes supérieures (racines,
tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois), et sont impliqués dans de nombreux
processus physiologiques tels que la croissance cellulaire, la rhizogenese, la germination des
graines ou la maturation des fruits. Les plus représentés sont les anthocyanes, les flavonoides
et les tannins (Boizot et Charpentier, 2006), les méthodes et outils pour I’observation et
I’évaluation des milieux forestiers, et aquatiques est une méthode rapide d’évaluation du

contenu en composés phénoliques des organes d’un arbre forestier.

Les substances appartenant au groupe des composés phénoliques sont tres hétérogenes
tant par dans leur composition que par leur structure, ont longtemps été mal connues et
considérées comme des substances secondaires, métaboliqguement inactives et ont suscité peu

d'intérét. A I’heure actuelle, cette opinion est en train de changer, les recherches des dernieres

.
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années ont démontré que les composés phénoliques ne sont nullement des produits inertes du
métabolisme. Ils sont soumis a des variations quantitatives et qualitatives dans les tissus
végétaux, témoignant une dynamique biochimique incontestable (Davies et al., 1964 ;
Schneider ,1973).

Dans la cellule, les composés phenoliques sont essentiellement localisés sous forme
soluble dans les vacuoles. lls peuvent également s’accumuler dans les parois vegétales : c’est
le cas de la lignine (hétéropolymere d’alcools coniférylique, p-coumarylique et sinapylique)
ou de certains flavonoides (Robards et al., 1999; Macheix et al., 2003).

Le compose phénolique le plus basique est le phénol Figure (06), les structures
phénoliques peuvent varier de la molécule simple phénol & des structures complexes
hautement polymérisés, tels que proanthocyanins (Bravo, 1998; Santos-Buelga et Scalbert,
2000). Les phénoliques végétales sont essentiellement présent sous une forme conjuguee
avec les residus d'hydrate de carbone liée a un groupe hydroxyle, groupes sur le cycle

aromatique (s) (Bravo, 1998).

OH

Figure N°06 : Structure de phénol (Sarni-
Manchado et Cheynier, 2006)

1-2-1-2- Classification des composés phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre classés en plusieurs classes (Harborne, 1989;
Marcheix et al., 1990), qui différent initialement par la complexité du squelette de base
(allant de simple C6 a des formes tres polymérisées ) , ensuite par le degré de modification de
ce squelette (degres d’oxydation , d’hydroxylation ...), enfin par les liaisons possible de ces

molécules de base avec d’autre molécules (glucides ,lipides , protéines ...).

.
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Les composés phénoliques dans les feuilles et fruits de I’olivier sont trés divers, et
leurs structures sont tres variables. Les feuilles et les fruits de I’olivier contiennent des

monomeres et des polymeéres phénoliques.

La composition phénolique des feuilles et fruits de I’olivier a fait I’objet de nombreuses
études, les fruits contiens plusieurs phénol simple comme Hydroxytyrosol glucoside et
Hydroxytyrosol- 1-B-glucoside ( Obied et al .,2007a), hydroxytyrosole/3,4-DHPEA/DOPET
(Servilli et al .,2004), tyrosol glucoside/salidroside (Guo et al .,2012), 3,4-DHPEA-AC
(Gordon et al .,2001), également la présence des phénol simple dans les feuilles a été signalé
par plusieurs chercheurs, ( Gariboldi et al., 1986 ; Baldi et al., 1995 ; Benavente-Garcia et
al., 2000 ; Briante et al., 2004 ; Mourtzinos et al., 2007 ; Altiok et al., 2008 ; Hayes et al.,
2009) ont montré la présence de Hydrotyrosol.

Les feuilles et les fruits de I’olivier sont riches en acide phéenolique, ce dernier

comporte deux groupes : les acides hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques.

Pour le premier groupe hydroxybenzoiques, (Briante et al., 2004) ont signalé que les
feuilles de I’olivier sont riches en acide gallique, et (Mourtizino et al., 2007) ont signalé la
présence de I’acide protocatechique , également acide vanillique été mentionnés par
(Benavente-Garcia et al., 2000 ; Briante et al., 2004 ; Altiok et al., 2008). Sarni-
Manchado et Cheynier (2006) ; Artajo et al. (2006a); Jerman klen ( 2014 ) ont mentionné
la présence de vanilline dans les fruits de I’olivier, Obied et al . (2005) ont signalé la
présence de I’acide vanillique dans les fruits de [I’olivier. Les dérivés de [I’acide

hydroxybenzoique les plus répandus sont illustrés dans la figure (07).

R1 RrR2 R3 R4 Acides phénoliques
H H Acide benzoique
Acide p hydroxy
H H OH
benzoique
R2 Acide
R1 H OH OH H ;
protocatechique
H OCHS3 OH H Acide vamilhique
R3 COOH _ .
H OH OH OH Acide gallique
H OCHS3 OH OCHS3 Acide syringique
R4 OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

Figure N°07 : Principaux acides hydroxybenzoiques (Sarni-Manchado et Cheynier,
2006).

.
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Le deuxiéme groupe est les acides hydroxcinnamiques, ces composés ont une
distribution tres large rarement libres, ils sont souvent estérifiés et peuvent également étre
amidifiés ou combinés avec des sucres (O-acylglucosides, O-arylglucosides) ou des polyols
tels que I’acide quinique, selon Baldi et al.(1995); Benavente-Garcia et al.(2000) ; Briante
et al.(2004); Mourtzinos et al.(2007) ; Altiok et al.(2008) les feuilles de I’olivier contient
acide caféique. Baldi et al.(1995) ; Mourtzinos et al.(2007) ont egalement mentionne
présence de la molecule de coumarine dans les feuilles de I’olivier, également Obied et
al. (2005) ont signalé la présence de la acide coumarique dans les fruits de I’olivier,
Innocenti et al. (2006) ont mentionné la présence de p-OH verbascoside et verbascoside
/aceteoside dans les fruits, les dérivés de I’acide les plus répandus sont illustrés dans la figure
(08)

R1 R2 R3 Acides phénoliques
R1 OOH H H H Acide cinnamique
H OH H Acide p coumarique
OH OH H Acide caféique
R2 OCH3 OH H Acide férulique
R3 OCH3 OH OCHS3 Acide sinapique

Figure N°08: Principaux acides hydroxycinnamique (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Les flavonoides sont également une classe importante des polyphénols, au sens strict,
les flavonoides sont définis comme étant des pigments végétaux quasiment universels (dans
la plupart des végétaux), responsables de la coloration des fleurs, des fruits, parfois des
feuilles. La coloration due a la présence des flavonoides est généralement la coloration jaune,
les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, en effet plus de 6500
structures ont été identifiées (Bruneton, 1999; Harborne et Williams, 2000).

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et de ce fait possedent
le méme élément structural de base. Ils peuvent étre regroupés en différentes classes selon le
degré d’oxydation du noyau puranique central, le noyau B relié a I’hétérocycle C dans les
positions 2, 3 Figure(09).

-
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-Dans la position 2: le flavonoide est appelé flavane.
-Si la position 4 de la flavane porte un groupement carbonyl la flavane est appelé flavanone.

-Si la liaison C2-C3 dans le squelette de la flavanone est insaturée le composé est appelé

flavone.
-Si le squelette est remplacé en position 3 par un groupe hydroxyle, on I’appelle flavonol.

-Dans la position 3: le flavonoide est désigné par le terme isoflavane (Sarni-Manchado et
Cheynier, 2006).

Selon Mov sumov et al.( 1987) les feuilles de I’olivier contiennent apigenin ,
Rovellini et al.(1997) ont mentionne la présence de apigenin-glucoside, et I’apigenin-7-
glycoside dans les fruits a été signalé par plusieurs chercheurs ( Le Tutour et Guedon, 1992;
Baldi et al., 1995 ; Zunin et al., 1995; Benavente-Garcia et al., 2000; Japon-Lujan et al.,
2006; Altiok et al.,2008; Hayes et al., 2009 ). La présence des flavonoides a été signalé par
plusieurs chercheures, (Obeid et al .,2005) ont signalé la présence de rutin, luteolin-4’-
glucoside, Luteolin-7-glucoside, luteolin-4-O-glucoside et la quercitine, (Ryan et al .,2002a)

ont montré la présence d’apigenin-7-O-glucoside et apigenin.

Flavan-3-ol
oH

A _-OH I

e T e

T “OH ——— —

Procianidinol A-1 Procianidinol B-2

Figure N°09. Structure des flavonoides (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006)
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Les tanins sont des métabolites secondaires polyphéenoliques hydrosolubles, de masse
molaire entre 500-2000D (Khanbabaee et Ree, 2001), Leur structure chimique leurs confere
une capacité tres développée de se fixer sur des molécules telles que les alcaloides, la gélatine,
les polysaccharides, et essentiellement les protéines (Zimmer et Cordesse, 1996 ; Bruneton,
1999). Parmi les propriétés des tanins se trouvent le goQt astringent, qui est une sensation
tactile due a la précipitation des proteines salivaires et produit une sensation d’assechement

dans la bouche (Peronny, 2005), on trouve deux types des tanins :

Les tanins condensés (proanthocyanidines) : ce sont des dérives non heterosidiques,
n’ayant pas tous des propriétés tannantes, résultant de la polymérisation d’un nombre variable
d’unités flavane (flavan-3-ols), le plus souvent épicatéchine et catéchine, avec un degré de
polymérisation entre deux et plus de cinquante unités (Ghestem et al., 2001 ; Khanbabae et
Ree, 2001).

Les tanins hydrolysables : sont des esters du D-glucose et de I’acide gallique ou de ses
dérivés, en particulier I’acide éllagique Figure (10), Les feuilles et les fruits de I’olivier
contiennent les Tanins hydrolysables sous forme d’éllagique.
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Figure N°10. Structure des tanins hydrolysables et leurs monomeres (Bruneton,
1999).
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Les dérivés sécoiridoides sont des composés glycolyses issus du métabolisme
secondaire des terpénes (Soler, 2000). Parmi eux, I’oleuropéine Figure(11), qui est le
composé majoritaire dans les feuilles et fruits de I’olivier, et c’est le principal responsable de
I’amertume des olives (Shasha, 1961; Soler, 2000 ; Andrews, 2003). Le ligstroside (un
groupement hydroxyle de moins que I’oleuropéine) est également présent en grande quantité
dans I’olive, également plusieurs chercheurs ont signalé la présence d’autre sécoiridoides dans
les fruits tel que (oléoside ,secologanoside ,demethyle-oleuropéine, oleurosides ,ligstroside
aglycone (Servilli et al.,2004; Obied et al .,2007a; Fu et al.,2010).

HO - o~ o 2;_‘,;:.__, o H 3
T !
HO il --:::'::::'..-—-“'_./- -“"--‘___,.——"’—P-M“""-.(:I " "‘~-._‘____P____,.ﬁ-“- -“H‘:::--l
a H 31:_ — ___:_._.:;. ,l:l
OGlu
OLEUROPFPEINE
0O . § CH-
HO
o w1
0 N
b - -t - S~ [
H 3C - — - -
i
OQOGlu
LIGSTROSIDE

Figure N° 11 : Structure de I’oleuropéine (a) et du ligstroside (b)
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IV- Activité biologique des feuilles et fruits de I’olivier

Les produits veégétaux sont particulierement riches en métabolites secondaires, qui
peuvent étre exercé des roles biologiques divers. Les polyphénols et notamment les
flavonoides, et les tanins, constituent une des classes des micronutriments les plus abondantes.

Depuis I’antiquité, les feuilles et fruits de I’olivier sont employées en phytothérapie, a
I’époque Grecque, les feuilles ont été utilisées pour désinfecter les blessures cutanées, les
anciens leur attribuaient des vertus antiseptiques et la propriété de lutter toutes sortes
d’infections. Au XIXéme siécle, on s’en servait pour combattre le paludisme (malaria), ces
usages sont tombés en désuétude pendant un certain temps en raison de I'omniprésence des

antibiotiques.

Cependant, les professionnels modernes de la santé ont commencé a utiliser I'extrait de
feuilles de I'olivier, en 1995, les premiers résultats furent trés positifs. Depuis, il a été
démontré que la feuille de I’olivier posséde de nombreux avantages thérapeutiques contre de

nombreuses maladies et des vertus dans le maintien de la santé globale.

L'olive possede des facultés thérapeutiques exceptionnelles. Depuis les siécles que
I'nomme domestique I’olivier, il a découvert de variés pouvoirs de guérison et de préventions
contre certaines maladies. L’huile d’olive présente des propriétés anti-hypertensives,
antioxydantes, antiagrégants plaquettaires responsables d’effets préventifs des maladies

cardiovasculaires.

1. Activité antioxydante

La majorité des auteurs admis aujourd’hui, en I’absence de preuves absolues,
I’hypotheése selon laquelle les radicaux libres ont une part de responsabilité dans la genese des
lésions athéromateuses, dans I’apparition de certains cancers ou dans les dégenérescences

nerveuses (Bruneton, 1999).

Un radical libre est un atome ou une molécule ayant un ou plusieurs électrons non
appariés, ce qui le rend tres réactif. L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est
généralement appelé espéces réactives de I'oxygene (EAO) (Favier, 2003).

D’apres Dacosta (2003), les principaux radicaux libres qu’on rencontre dans le corps

humain sont: I’anion superoxyde (O27); le radical hydroxyle (OH-); le radical alcoxyle (RO.);

-
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I’oxyde nitriqgue (NO.), et le radical hydropéroxyle (HOO). Il existe des mécanismes de
défense cellulaires qui détruisent les radicaux oxygénes (peroxydases cellulaires) ou qui
piégent les radicaux libres (molécules antioxydantes).

Un antioxydant est une substance qui ajoutée a faible dose a un produit naturellement
oxydable a I’air, est capable de ralentir ou d’inhiber la manifestation d’oxydation. Cette
définition peut étre élargie et le terme "antioxydant” contient ainsi toutes les substances qui
protégent les systemes biologiques contre les effets déléteres potentiels des processus ou

réactions qui engendrent une oxydation excessive (Shimizu, 2004).

Des chercheurs ont montré que les composés possédant un groupement carbonyle en
C4 et une double liaison entre les carbones C2 et C3 sont les flavonoides dont les activités

antioxydantes sont les plus marquées (Picman et al., 1995).

Ces derniéres années, les épidémiologistes ont attiré notre attention sur le réle des
antioxydants présents dans notre alimentation est leur implication dans la prévention de
certaines maladies telles que les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives ou encore

certains types de cancer (Soulet et al.,2001).

Un rapide coup d’ceil sur les bases de données bibliographiques permet de se rendre
compte que la premiere activite de I’Olea europaea mise en évidence est sa capacité

antioxydante.

Plusieurs auteurs ont étudie I’activité antioxydante chez les deux organes, et le

tableau(l1l) regroupe quelques études

Tableau Il : Bibliographie sur les mécanismes d’action antioxydante des fruits et

feuilles de I’olivier

Extraits Bibliographies

Extraits des feuilles Ferreira et al .,2006 ; Altiok et al., 2008; Lee et al., 2009; Lee et
al., 2010 ; Azizollahi Aliabadi et al., 2012 ; loanna Lafka et
al.,2013; Nashwa et al., 2014 ; El nazi et al .,2015 ; Sheikh et

Gabr,2016 .

Extraits fruits Silva et al., 2006 Baccouri et al .,2008 ; Hajimahmoodi et al
,2008; Moo-sung et al .,2013; Celik et al .,2014; Dagdelen,
2016
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2- Activité antibactérienne

L’utilisation des antibiotiques, conduit dans la pluspart des cas a la sélection de
populations microbiennes résistantes. Cette résistance est basée sur des mutations
chromosomiques, ou a I’acquisition de génes de résistance portés par des éléments génétiques
mobiles (plasmides, transposons, phages, intégrons). Ces résistances ont conduits a rechercher
de nouveau agents antimicrobiens, d’une part, sont plus efficaces que les drogues synthétiques
et, d’autre part, sont bien acceptés par I’organisme (sans exercer des effets délétéres sur la
santé humaine) (Garcia-Ruiz et al., 2008; Kempf et Zeitouni, 2009).

Les chercheurs ont étudié [I’activité antimicrobienne des extraits de plantes
médicinales, ils ont isolé, et identifié les métabolites responsables de [I’activité
antimicrobienne des extraits de plantes, cette étape constitue une base pour plusieurs
implications incluant I’industries pharmaceutiques, la médecine alternative, et la thérapie

naturelle (Huang et al., 2008).

L’activité antimicrobienne a été attribuée a la fonction phénolique des flavonoides,
cette activité est sensée augmenter avec le nombre de substituant hydroxyles, méthoxyles ou
glucosyle. Les structures les plus efficaces étant les flavones et les flavanones (Picman et
al.,1995).

De nombreuses études ont montré I’effet antimicrobien des tanins sur différentes
bactéries, virus et champignons (Bruneton, 1999 ; Peronny ,2005), dans les infections

pulmonaires ils agissent grace a une action inhibitrice sur la croissance microbienne.

Les bactéries sont des organismes vivants unicellulaires procaryotes, caractérisés par
une absence de noyau et d’organites. Cependant, de nombreuses espéces pathogenes
provoquent de nombreuses maladies infectieuses comme le choléra, la syphilis, la
tuberculose... (Nauciel, 2000).

Des études plus récentes ont montré que les polyphénols, et les flavonoides présentent
une activité antibactérienne importante (Ferrazzano et al., 2011). Ces composes agissent par
deux mécanismes d’actions : un premier consiste a I’inhibition de la synthése d’acide
nucléique dans les bactéries (Wu et al., 2013) et un deuxieme provoquant I’endommagement

des membranes cellulaires des bactéries (Tsuchiya et Linuma, 2000).

.
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Les effets antimicrobiens des polyphénols issus de I’olive, et des feuilles de I’olivier ont
éte le sujet de différentes recherches qui confirment I’effet antimicrobien des polyphénols. Il a
été établi que les polyphénols contenues dans I’olive, I’huile d’olive et feuilles de I’olivier,
empéchent ou retardent le taux de croissance d’une gamme de bactéries (Bisignano et al.,
1999). Plusieurs auteurs ont etudié I’activité antibactérienne chez les deux organes et le

tableau (V) regroupe quelques études.

Tableau 1V : Bibliographie sur les mécanismes d’action antibactérienne des fruits et

feuilles de I’olivier

Extraits Bibliographies

Extraits des feuilles Erdohan et Turhan,2011; Edrah et kumar ,2012; Nahal
Boderba et al.,, 2012; Dada,2013; Altaf et al .,2014;
Baker,2014 ; Gumgumjee et Hajar,2014 ; Malik ,2015.

Extraits des fruits Pereira et al 2007 ; Medina et al., 2013; Hussain et al ., 2014 ;
Esmail et al., 2015 ; Dagdelen, 2016 ;

3-Activité anticoagulante

L'hémostase concorde aux phénomeénes physiologiques qui concourent a I’arrét du
saignement et au maintien de la fluidité du sang dans les vaisseaux. Un ensemble de
mécanismes équilibre cette hémostase entre les deux extrémes que sont I’hémorragie et la
thrombose. Elle permet a la fois l'arrét d'une hémorragie et la reperméabilisassions des
vaisseaux aprés une effraction vasculaire. L'hémostase résulte de trois processus
complémentaires : I'némostase primaire, la coagulation et la fibrinolyse (Diagne, 1998;
Allain, 2008; Decourcelle, 2009; Kaguelidou, 2012).

La coagulation est un phénomene par lequel le sang fluide et circule se transforme en une
masse insoluble et immobile (caillot). Il est lie a la transformation d’une protéine soluble a
I’état normal le fibrinogéne, en une masse insoluble la fibrine. Cette transformation a lieu
apres une série de réactions enzymatiques faisant intervenir de nombreux facteurs tant
plasmatiques que plaquettaires (Ekoumou, 2003), cela est due aux plusieurs facteurs, ces
facteurs sont définis a la fois par un nom et par un numéro en chiffres romains attribués en
1954 par un comité de nomenclature internationale (Giullin, 1985), et affectés du signe “a”

lorsque le facteur est activé (Igor, 2003).
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Tableau V: Facteurs de la coagulation plasmatique (Boisseau, 1996).

N® de
Nom de facteurs Role Lieu de svnthése
facteurs
I Fibrinogéne Substrat
- Foie
11 Prothrombine Zymogéne
. . Sous-Endothélinm
II1 Facteur tissulaire Cofacteur .
Cellules sanguines
Vv Proéaccélérine Cofacteur
VII Proconvertine Zymogene
Facteur )
VIII . L Cotfacteur
antihémophilique A
Facteur .
IX . . Foie
antihémophilique B
X Facteur STUART Zymogéne
X1 Facteur de Rosenthal
XII1 Facteur de Hageman

Les facteurs de la coagulation Tableau (V), ont été découverts et décrits comme une
activité biologique présente chez I'homme normal, et absente au cours de maladies

hémorragiques héréditaires (Cambus, 2002).

Les thromboses sont les maladies vasculaires les plus fréquentes (Lacut et al.,2008),
qui résultent d’une interaction complexe entre les protéines circulantes de la coagulation, les
plaquettes et la paroi vasculaire (Jensen ,2002). Selon le site de leurs formations on distingue
deux types des thromboses: thromboses artérielles et thromboses veineuses, deux entités
distinctes différent entre elles dans les facteurs de risque, les mécanismes
physiopathologiques et les manifestations cliniques (Lacut et al., 2008 : Franchini et
Mannucci, 2008), pour le traitement contre les thromboses, il existe trois classes d’agents
pharmacologiques antithrombotiques utilisables, les antiagrégants (aspirine, ticagrelor,
clopidogrel...), représentent a I’heure actuelle le traitement de référence des thromboses
artérielles (Aubry et Halna du Fretay, 2010), Les anticoagulants représentent le traitement
principal de la maladie veineuse thrombo-embolique. De nombreux anticoagulants agissent a
différents niveaux de la cascade de la coagulation et sont divisés en trois classes, deux classes
des anticoagulants classiques (les héparines et les anti-vitamines K) étant la classe des

nouveaux anticoagulants (Batty et Smith, 2010), et les fibrinolytiques, le but de traitement
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fibrinolytique (streptokinase, urokinase, activateur tissulaire de plasminogene...) est de lyser
le thrombus artériel ou veineux, traitement le plus souvent associé aux traitement
anticoagulant et antiagrégant (Crozier et Woimant, 2007). Raj Narayana et al (2001) ont
rapporté I’effet antihnrombotique des flavonoides notamment I’effet antiagrégant de la
quercitine, du 3-méthyl quercitine, de dihydroquercétine et des flavones. Cette propriété est
liée a leur effet inhibiteur en se fixant aux récepteurs cellulaires des plaquettes (récepteur de
I’ADP et récepteur de facteur von Willebrand). Guerrero et al (2005) ont rapporté que
quelques flavonoides telle que I’apigénine inhibent effectivement I’agrégation plaquettaire in
vitro par inhibition duTXAZ2 (Arslan et al .,2011). La catéchine et la quercitine inhibe in vitro
d’une maniere synergique la production plaquettaire du peroxyde d’hydrogene (Pearson et al
., 2002).

<
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I- Zone de prélevement
1- Présentation de la zone de prélévement

La station de Maazouzi Lakhder (1094 hectares) a été créée en période de la coloniale,
c’est une ferme nationalisée. Le rble de cette ferme est la production des céréales (576 ha
entre le blé dure qui superficie (233 ha) de blé tendre (283 ha), la lentille (60 ha), les oliviers
(180 ha (100 arbre / ha) de I’huile d’olive.

La station se localise au niveau de 36°26'0.6"” de latitude Nord et 6°9'0.36" de longitude
Est, avec une altitude moyenne de 318 m. Elle est situee a 10,3 Km a I'Ouest du chef-lieu de

la wilaya de Mila entre Zeghaia et Oued Endja figure (12).
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Figure N°12: Situation géographique de la station Maazouzi Lakhdar
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2- Synthese climatique

Les températures et les précipitations constituent les deux principaux parametres des

climats car I’ensoleillement est de facon générale, bien corrélé avec la température.

La station de Maazouzi Lakhdar située dans le Nord de la wilaya de Mila avec un étage
bioclimatique sub- humide. La pluviométrie dans cette région recoit une moyenne de 600 mm
/an, I’irrégularité mensuelle de ces précipitations est tres élevée, pendant I’été il ne pleut que
5% de la précipitation annuelle contre 60% en hiver, le reste est partagé entre I’automne et le
printemps, celles de I’automne sont de type torrentiel.

La figure (13) représente les précipitations moyennes mensuelles enregistrées durant
nos années d’étude. Ces donnees ont été recueillies aupres des services de météorologie
(Station de Ain Tine Mila) pour une période allant de 2013 a 2015 .

Nous constatons que la répartition mensuelle des pluies au cours de cette Période
(2013-2015) est irréguliére, le maximum de pluies a été atteint au mois de février 2013
(199.3 mm) et Décembre 2014 (186.6 mm) et Janvier 2015 (216.0 mm), tandis que les trois
mois d’été juin, Juillet et Aot n’ont recu que de faibles quantités entre 0 et 5.3 mm dans les

trois ans d’études, la moyenne de précipitation durant 3 ans est illustrée dans la figure (13).

/ ——2015
—=-2014
A4 2013

Figure N° 13 : Précipitation de la période d’étude dans la région de Mila

services de metéorologie Station de Ain Tine Mila

*
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Les massifs montagneux au Nord du bassin de Mila bloquent les influences
méditerranéennes adoucissantes. La température est donc de type continental et change avec
les saisons, elle est trés basse en hiver en Décembre et Janvier, et est trés élevée en Juillet et
Aout.

La représentation graphique des températures est portée sur le graphe de la figure (14).
En examinant ces trois courbes, nous constatons que les valeurs des températures moyennes
minimales varient de 6.1 C° Janvier 2015 a 8.5 C° Décembre 2014 et les températures

moyennes maximal varient de 22.7C° a 26.6 C° respectivement durant Juillet 2015 et 2013

20 /
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== 2014
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Figure N° 14 : Températures de la période d’étude dans la région de Mila
services de météorologie (Station de Ain Tine Mila)

Au cours de la période (2013-2015), les températures minimales varient entre 2.2 C°
a 4.0C°- respectivement pour le mois de Février et le mois de Janvier, par contre les valeurs
des températures maximales varient de 36.3 C° pour le mois de Juillet et 34.5C° pour le mois
d’Ao(t. (Tableaul annexe 4).

Les donnees concernant les radiations solaires sont insuffisantes pour permettre une
étude précise de ce facteur a I’échelle régionale, seules des grandes tendances se dessinent, le
nombre annuel d’heures d’ensoleillement est plus important dans les mois Juin, Juillet et
Aolt pour les trois ans 2013 (2745.5 heures/mois), 2014 (2904.4 heures/mois), et 2015
(2982.9 heures/mois) figure (15)
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Figure N°15 : Insolation totale mensuelle par H de la période d’étude dans la
région de Mila services de météorologie (Station de Ain Tine Mila)

I1- Matériel et méthodes
Dans le cadre de la réalisation de cette these, nos travaux expérimentaux ont été
effectués au niveau des établissements suivants :
- Station Maazouzi lekhdar (Suivie des stades phénologique)
Laboratoire des Science naturel et matériaux Centre universitaire Abdalhafid Boussouf

Mila (études biologiques, physiologique et biochimiques et [I’activité

antibactériennes).

Laboratoire biochimie I'université (Kahramenmas Sutcu Imam) a Orman fakultesi
Dekanligi Tuc (HPLC et I’activité antioxydante).
- Laboratoire de I’hdpital ben Tobal Mila (activité anticoagulante) .

1- Etude biologique et physiologique de I’olivier

La connaissance du patrimoine variétal du point de vue agronomique, morphologique,
physiologique, sa bonne gestion et son exploitation pourront confronter la filiére oléicole du
pays et ce en respectant la plasticité des cultivars et leurs adaptations a des zones

géographiques.

Dans ce cadre nous avons meneé plusieurs prospections dans la station d’étude figure

(12). Les echantillons de I’étude sont composés de quatre cultivars

1- 1- Description des variétés de I’olivier

Dans notre étude nous avons utilisé quatre varietés

.
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A. Sigoise: origine d’Afrique du Nord : Ouest du pays (Oran, Tlemcen) c’est une variéeté
auto fertile. Cette variété représente 20 % des oliviers algériens. Trés riche en huile, Les fruits
sont moyens (3 a 3,5 g), ovoides. Rendement en huile 18 & 20 %, mais sert aussi d'olives de
table. Ces feuilles sont allongées modérément — droite.

B. Dathier : Noyau assez gros, régulier, en forme de datte. Chaire abondante, ferme et
blanche se détachant du noyau. Calibre courant : 14/18 fruits aux 100g. Les feuilles allongées
modérément - droite — incurvé.

C. Rougette : origine de Est du pays (Guelma, Mitidja). Variété connu pour son huile
douce avec des olives de table rouge. Cette variété est caractérisée par fruit de bonne fermeté
de couleur rouge-violet et de bonne adaptation aux sols pauvre vigoureux. Les feuilles trés
allonge- droite

D. Chemlel : origine de Centre Algérien Kabylie, elle constitué 35% de I’olivier
Algérienne et c’est I’une des plus estime pour la fabrication de I’huile, nous pensons qu’elles
se rapprochent plutdt d’olivier de I’Hérault. Les fruits est faible, le pourcentage d'huile 18 a
22%. Les feuilles sont légerement allongé-droite.

1-2- Etude morphologique

La méthodologie d’étude est inspirée de plusieurs travaux (Ruby, 1917; Hauuville,
1953; Baldini et Scaramuzzi, 1963; Barranco et Rallo, 1984; Caballero et Eguren, 1986 ;
Ben Ammar, 1988). La caractérisation morphologique et pomologique a été effectuée en se
basant sur la méthodologie de caractérisation primaire de I’olivier éditée par le Conseil
Oleicole International (C.O.l1, 1997).

Nous avons préleve quarante feuilles adultes de chaque arbre de la partie médiane de
8 a 10 pousses de I’année, choisies parmi les plus représentatives et situées dans la partie
orientée vers le sud a la hauteur de I’observateur. Pour chaque feuille nous avons mesuré la
longueur et la largeur a I’aide d’un pied a coulisse (Ineco HDCD1150) de précision de 0,02.
Puis nous avons déterminé les longueurs et les largeurs moyennes des quarante feuilles de
chaque accession et calculer le rapport longueur/largeur moyen (L/I) (avec L: longueur et I:
largeur) afin de déterminer la forme du limbe. De méme on a déterminé la courbure

longitudinale des feuilles.

-
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La caractérisation morphologique et pomologique des écotypes prospectes s’est basée
exclusivement sur la caractérisation primaire de I’olivier établie par COIl (1997) tableau
(VI). Toutefois, on a exclu les caractéres de I’arbre (port, densité de feuillage et vigueur).

Chaque année (2013, 2014 et 2015), la caractérisation des organes de I’arbre a

éte faite pour 40 feuilles, 40 fruits et 40 noyaux .

Tableau VI : Caractérisation morphologique selon COIl (1997).

Caracteres

La photo selon le catalogue (COIl, 1997)

La feuille

longueur moyenne (L) a- courte (<5cm) b- moyenne (5-7cm) c- longue (>7cm)

- largeur moyenne (1) a- étroite (<1cm) b- moyenne (1-1,5 cm) c- large (> 1,5 cm)

- forme du limbe

a- Elliptique (L /I <4)
b-Elliptique-lancéolée
(L/I 4-6)

c- Lancéolée (L/1 > 6

Courbure
longitudinale du limbe
L’axe longitudinal de la
feuille nous permet de
classer le limbe en
quatre catégories :

a- Hyponastique

b- Plan

c- Epinastique

d- Hélicoidal

Fruit

- Le poids du fruit est une moyenne pluriannuelle. a- Faible : (< 2 g) b- Moyen (2-4g) c- Elevé
(4-69) d- Tres elevé (>69)
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La forme est déterminée
par le rapport Longueur/
Diametre et peut étre
a-Sphérique (<1,25),
b-Ovoide (1,25-1,45),
c- Allongée (>1,45).

- La symétrie est prise
en position A
(asymétrie  maximale)
et le fruit peut étre
a-Symétrique,
b-Légérement asymétrique

c- Asymeétrique.

- La position du
diamétre transversal
maximal peut étre
a-Centrale

b-Vers le sommet

c- Vers la base.

Le mamelon qui
caractérise le point distal
du fruit peut étre
a-Absent

a- Ebauché

b- Evident.

- La forme du sommet
peut étre

a- Pointue.

b- Arrondie
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- La forme de la base
peut étre

a- Tronquée.

b- Arrondie

i b

- Les lenticelles sur
I’épiderme  du  fruit
peuvent étre

a- Nombreuses

b- Peu nombreuses

a b

Dimension des

lenticelles

a- Petites
b- Grandes

a b

Noyaux

- Le poids moyen pluriannuel apres dénoyautage des fruits utilisés précédemment.

). Le poids moyen de I’endocarpe peut étre : Faible : (<0,3g) Moyen :(0,3-0,45¢g) Elevé :

(0,45-0,7g) Tres élevé (>0,79)

- La forme peut étre, f !H’r*
selon LI, m i
y
a-Sphérique (< 1,4), e LA ;
] % 4 V
b-Ovoide (1,4-1,8),
a b c d

c- Elliptique (1,8-2,2)
d- Allongée (>2,2

- La symetrie, la position du diamétre transversal maximum et la forme du sommet sont les

mémes que pour le fruit.

40
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- La forme de la base

v
peut étre 1 LA
a-arrondie
b-pointue
) a b
c- tronquée. c

- La surface peut étre
a- Lisse, :
B
b-Rugueuse

c-Raboteuse.

/ Le nombre des sillons fibrovasculaires

d’intersection du pédoncule : a- Réduit (<7) b- Moyen (7-10) c- Elevé (> 10)

Les sillons sont Observés a partir du point

La distribution des
sillons fibrovasculaires
a- Uniforme

b- Groupés a proximité

de la suture

L’extrémité du sommet
a- Sans mucron

b- Avec mucron

1-3- Etude physiologique

L’étude physiologique comporte le suivie des stades phénologiques de chaque variétes,

Le teneur en eau et le pH
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1-3-1-  Suivie de stade phénologique

Notre étude été déroulée le long de I’année 2015- 2016 dans la méme oliveraie Maazouzi
Lakhdar située dans la commune d’Oued Endja wilaya de Mila, trois arbres ont été choisis au
hasard pour faire I’objectif de cette étude. Chaque arbre doit étre en bon état nutritionnel et
sanitaire, les enquétes phénologiques ont été effectuées tous les 10 jours a compter de la
saison de I'éveil de bourgeons post-anthese, pendant la pleine floraison les mesures ont éte
effectuées tous les 4 jours. Les stades phénologiques ont été représentés par des lettres
differentes (A a I1) dans un phénogramme et chaque étape représente I'expression moyenne

(50%) de chacune des phases phénologiques (Colbrant et Fabre, 1979).

1-3-2- Teneur en eau (%)

Cest la perte en masse subite par I'échantillon, aprés chauffage exprimée en

pourcentage de masse (Audigie, 1978) avec :

H (%) : Teneur en eau (taux d’humidité) exprimé en pourcentage.
M1 : Poids de I’échantillon en gramme avant séchage (poids frais).

M2 : Poids de I’échantillon en gramme aprés le séchage (poids sec)

H (%) = (M1 - M2)/ M1 x 100

1-3-3- Détermination du pH

Il s’agit de déterminer en unité de pH la différence de potentiel existant entre deux
électrodes plongées dans une solution préparée a base des feuilles et fruits de I’olivier, objet

de la mesure, le pH donne une indication sur I'acidité ou I'alcalinité du milieu.

La mesure du pH d’un échantillon solide est effectuée sur une suspension de
I’échantillon (1 g) dans I’eau distillée (10 ml), trois répétitions sont effectuées.

.
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2- Etude phytochimique

La préparation des échantillons est d'une importance capitale pour toute analyse fiable.

Dans notre étude, nous somme intéresses a deux parties de I’arbre : les feuilles et les fruits.

2-1- Préparation des échantillons (fruits et feuilles de I’olivier)

Pour faciliter I’extraction des composés biochimique a partir des fruits et feuilles de
I’olivier deux opérations de prétraitement de ce matériel ont été effectuées séchage et broyage

> Séchage : Le séchage des feuilles et fruits d’olivier a été effectué a I’aire libre a une
température ambiante, puis dans une étuve portée a une température voisine de 45°C
pendant trois jours.

> Broyage: Les fruits et feuilles séchés sont ensuite broyés a I’aide d’un moulin a café

2-2- Métabolites primaires
2-2-1  Teneur en lipides

» Principe

Afin d’extraire et de déterminer la teneur en matieres grasses de nos échantillons, nous
avons choisi I’énorme (AFNOR, 1984). Cette méthode est basée sur I’extraction solide
liquide par Soxhlet, en utilisant I’hexane comme phase liquide, pendant 6 heures.
L’extracteur de Soxhlet permet le traitement de solides (mateériel végetal) avec des solvants en
phase liquide ou partiellement vaporises. Le corps de I’extracteur, contient une cartouche en
cellulose remplie de matériel végétal déja préparé. Cette cartouche est fixée sur un réservoir
de solvant (ballon) et est surmontée d’un réfrigérant, le solvant est vaporisé puis condensé
tout en restant en contact avec le matériel vegétal, la solution collectée dans le ballon
s’enrichit de plus en plus en soluté a chaque cycle d'extraction, et le matériel végétal est
toujours en contact avec du solvant fraichement distillé. L’extraction est terminée lorsque le
solvant d’extraction devient de plus en plus clair ¢’est-a-dire sans une proportion significative

de soluté.

» Mode opératoire

Les lipides sont extraits par un systeme soxhlet a I'aide de I'nexane selon la méthode de
(Virot et al., 2008), avec certaines modifications. Elle consiste a mettre 5 g du matériel

.



PARTIE Il Etude expérimentale

végétal broyés introduit dans une cartouche de cellulose, avec [I’utilisation de 350 ml
d’hexane. Apreés 6 heures, Les extraits sont desséchés par une quantité suffisante de sulfate de
sodium anhydre. On a récupéré le solvant organique par une évaporation sous vide, porté a

une température 60 °C environ.

L’extrait obtenu est un extrait lipidique brut. Chaque extrait est pesé et nous avons

calculé la teneur en lipide de chaque échantillon a I’aide de la relation.

_ Ml
Tl = szmo

TI: Teneur en lipides
M1 : Masse de I’extrait

M2 : Masse de la prise d'essai (matiére végétale)

2-2-2- Teneur en sucre soluble des feuilles et fruits

» Principes

Les sucres solubles totaux (saccharose, glucose, fructose, leurs dérivés methyles et les

polysaccharides) sont dosés par la méthode au phénol de Dubois et al. (1956).

» Mode opératoire

Elle consiste a prendre 100 mg de matiéres fraiches (feuilles et fruits), les placées dans
des tubes a essai, on ajoute 3 ml d’éthanol a 80%, on les laisse a température ambiante
pendant 48 heures. Au moment du dosage, les tubes sont placés dans une étuve a 80° C pour
faire évaporer I’alcool, dans chaque tube, on ajoute 20 ml d’eau distillée, c’est la solution a
analyser. Dans des tubes a essai propre, on introduit 1 ml de la solution a doser auquel on
ajoute 1 ml de solution de phénol a 5%, les tubes sont soigneusement agités. On ajoute alors
5 ml d’acide sulfurique concentré a I’aide d’une burette dont le jet tombe brutalement sur la
surface du liquide, on obtient une solution jaune orange a la surface, passer cette solution au
vertex pour homogénéiser la couleur de la solution. On laisse les tubes pendant 10 mn et on
les place au bain-marie pour 10 a 20 mn a une température de 30°C (La couleur de la réaction
est stable pendant plusieurs heures). Les mesures d’absorbances sont effectuées a une

.
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longueur d’ondes de 485 nm. Enfin les résultats des densités optiques sont rapportés sur un

courbe étalon des sucres solubles (exprimés en g/l).

y = 2.4189 x 4+ 0.2752

Y : les sucres totaux

X : I’'absorbance pour chaque extrais

2-3- Metabolites secondaires
2-3-1- Screening phytochimique
» Principes

Le screening phytochimique met en évidence la présence des familles des molécules
actives, Ce sont des etudes qualitatives utilisées pour connaitre la composition chimique
globale des extraits. Ils sont basés sur des réactions de coloration et/ou de précipitation. Des

observations sous lampe UV peuvent étre aussi utiles.

» Mode opératoire

v Recherche des substances phénoliques

La caractérisation des polyphénols est basee sur une réaction au chlorure ferrique (FeCls).
A 2 ml de Iextrait, une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique & 2% est ajoutée,
I’apparition d’une coloration bleu noiratre ou verte plus ou moins foncée fut le signe de la

présence des polyphénols (Békro et al., 2007).
v Recherche des saponines : test de mousse

Dans un tube a essai, introduire 2 ml de I’extrait a analyser, ajouter 2 ml d’eau distillée
chaude, agiter pendant 15 secondes et laisser le mélange au repos pendant 15 min. Une
hauteur supérieure a 1 cm d’un mousse indique la présence de saponines (N’ Guessan et al.,
2009).

.
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v" Recherche des tanins

La presence des tanins est mise en évidence en ajoutant, a 1 ml de I’extrait sont ajoutes 200
ul de FeCls 1 %. La présence de tanins est indiquée par une coloration verdatre ou bleu noir
(Karumi et al., 2004).

v" Recherche des flavonoides

On trempe 10 g de la plante dans 150 ml d'acide chlorhydrique 1 % pendant 24 heures,

on filtre et on procede aux tests suivants:

On ajoute a 10 ml du filtrat, du NH4OH jusqu'au pH basique. L'apparition d'une couleur
jaune prouve la présence des flavonoides (Benwqhi, 2001 ; Chaouch ,2001).

v Recherche des triterpenes et stéroides

On agite le filtrat obtenu par macération de 5 g de la poudre dans 20 ml de chloroforme
pendant quelques minutes. On ajoute 1 ml d'acide sulfurique sur les parois du ballon.
L'apparition d'une couleur verte qui se transforme au fur et a mesure au rouge sur les points de
contact de I'acide sulfurique avec la solution prouve la présence des stérols et des triterpenes
(Kalla, 2012).

v" Recherche des alcaloides
10 ml de I’extrait sont évaporés a sec. Le résidu obtenu est repris dans 1.5 ml d’acide
chlorhydrique 2% sous agitation au bain marie a chaud. Apres refroidissement et filtration.
Le filtrat est traite par le réactif de Mayer. La formation d’un précipité blanc indique la
présence d’alcaloides (Majob, 2003).

v" Recherche des composés réducteurs (les glycosides)

Pour détecter ces molécules, un mélange constitué prendre 1 ml de I’extrait est le chauffer
dans un bain marie, puis 200 ul de réactif de Fehling sont ajoutés a I’extrait. Un test positif est

obtenu par la présence d’un précipité rouge brique (Cai et al., 2011).
Recherche des coumarines

Le résidu de chaque extrait est dissout dans 2 ml d’eau chaude. Le mélange est partagé

dans deux tubes. On ajoute a un des tubes 0.5 ml de NH,OH 25 %, ensuite, une goutte de

.



PARTIE Il Etude expérimentale

chaque tube est prélevée puis déposée sur un papier filtre qui sera observé sous U.V. a 366 nm

(Bruneton, 1999). Une fluorescence intense est observée pour le tube contenant le NH,OH.
v" Recherche des quinones libres

Sur un volume de chacun de nos extraits, on ajoute quelques gouttes de NaOH 1%.
L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones
libres (Oloyde, 2005).

v Recherche des anthraquinones

Pour la detection des anthraquinones, a 10 ml d’extrait sont ajoutés 5 ml de NH,OH a
(10%). Apres agitation, I’apparition d’un anneau rouge indique la présence d’anthraquinones
(Oloyede, 2005).

2-3-2- Etude des polyphénols
1- Choix de la méthode d’extraction

La méthode d’extraction des biomolécules utilisee au laboratoire est la sonication, en
raison de sa simplicité d’exécution : un gain de temps, une température ambiante ainsi que des
quantités plus faibles de solvant utilisé et une grande reproductibilité (Palma et Barroso, 2002;
Biesaga, 2011).

2- Choix des solvants

Les polyphénols, classe de molécules plutét hydrosolubles, sont majoritairement extraits par
des solvants de polarité moyenne a forte. Ainsi, les solvants qui ont été retenus pour notre étude
sont les mélanges méthanol/eau (70/30, v/v) dont la polarité sera qualifiée d’intermédiaire. Le
méthanol présente une polarité moyenne, et I’eau dont la polarité est la plus élevée (Giusti et
Worolstad, 2001).

3- Etape d’extraction des polyphénols

Pendant I’étape d’extraction, certaines précautions ont été prises afin de protéger les
polyphénols et d’autres biomolécules particulierement sensibles a toute dégradation éventuelle, en

particulier en les protégeant de la lumiere.

-



PARTIE Il Etude expérimentale

Les polyphénols sont extraites par micro-onde figure (16), On a ajouté 1g de I’échantillon
(fruits et feuilles) séché et broyée dans un ballon et on a complété 100 ml de mélange
hydrométhanolique (méthanol — eau; 70/ 30; V /V), pendant 1 heurs de temps le mélange a été
soumis aprés, une filtration a travers un entonnoir, le filtrat a été évaporé sous pression a I’aide d’un
rota vapeur a 60 C° pour une élimination totale du méthanol, aprés, récupéré I’extrait par 10 ml de

méthanol et le résidu été utilisé pour calculer la teneur en matiere extraite .

Figure N°16: Extraction des polyphénols par micro-ondes

2-3-3- Analyse Quantitative des composés phénoliques
2-3-3-1-Méthodes analytiques par Spectrométrie UV-Visible

La spectrométrie UV-Visible a été utilisée pour la lecture des densités optiques des

échantillons a des longueurs d’onde dans la région de I’UV-Visible.

1- Dosage des phénols totaux

Le dosage des phénols totaux dans les extraits de feuilles et fruits de Olea europeae a été
effectué spectrophotométriqguement selon la méthode au réactif de Folin Ciocalteu (Singleton
etal., 1999).
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» Principe

Ce dosage est basé sur la quantification de la concentration totale de groupements
hydroxyles présents dans I'extrait. Le réactif de Folin-Ciocalteau consiste en une solution
jaune acide contenant un complexe polymérique d'ions (hétéro polyacides). Le réactif de
Folin-Ciocalteau en milieu alcalin,, oxyde les phénols en ions phénolates et réduit
partiellement ses hétéro polyacides, d'ou la formation d'un complexe bleu. (Daels-

rakotoarison, 1999).

» Mode opératoire

0.2 ml d’extrait (préparé dans I’eau distillée avec les dilutions convenables) est ajouté a
0.8 ml de la solution de Na,CO3 (75 mg/ml d’eau distillée), aprés agitation, 1ml de la solution
de Folin Ciocalteu (dilué dix fois dans I’eau distillée) est ajouté a I’ensemble, aprés 2 h
d’incubation a la température du laboratoire, I’absorbance est lue a 765 nm contre un blanc
sans extrait. Le taux de polyphénols totaux des extraits, a été calculé a partir d’une courbe
d’étalonnage linéaire, établie avec des concentrations précises d’acide gallique (0- 200 mg/l)
comme standard de référence, dans les mémes conditions que I’échantillon. Les résultats sont
exprimés en microgramme d’équivalent de I’acide gallique par milligramme d’extrait de

feuilles et fruits en poudre.
2- Dosage de la concentration en flavonoide

La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996) est utilisée pour quantifier
les flavonoides dans les extraits. A 1 ml d’échantillon ou standard (préparés dans le méthanol)
est ajouté 1 ml de la solution de trichlorure d’aluminium AICl3; (10 % dans I’eau distillé).
Aprés 10 minutes de réaction. Une lecture de la densité optique a 430 nm est effectuée. La
quercitine est utilisé comme standard pour préparer une gamme étalon dans la marge de

concentration 0 -10mg/ml.
3- Dosage des tannins condenses

Le dosage des tannins condensés est effectué par la méthode n-butanol-HCI
décrite par Porter et al,(1986). Le milieu réactionnel est composé de 0,5 ml de I’extrait, 3 ml
de la solution n-butanol-HCI (95 %) et de 0,1 ml du réactif ferreux (sulfate d’ammonium

ferrique 2% dilué dans HCI, 2N). Les échantillons sont agités puis incubés une heure

.
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dans un bain marie a 100°C. L’absorbance est mesurée a 550 nm apres refroidissement des

tubes. Les résultats sont exprimés en se référant a une courbe d’étalonnage de mimoza
3-3-4- Chromatographie liquide a haute performance (HPLC-DAD)

L'analyse HPLC donnée dans la littérature a été utilisée pour l'identification et la quantification
du composé de polyphénol (Savournin et al., 2001). L'analyse par HPLC a été effectuée sur un
appareil SHIMADZU Figure (17), une vanne d'injection manuelle, modéle de détecteur UV SPD20A a
l'aide d'une colonne de 250 x 4,60 mm avec percolumn, emballage: Thermo Scientific ODS
HYPERSIL C18. L'acquisition et la quantification des données ont été réalisées avec SHIMADZU. La
phase mobile était de 92% d'eau distillée (pH = 3) avec 0,10 M d'acide ortho phosphorique (v / v,
1000: 2,30) et 21% d'acétonitrile (Carlo Erba, HPLC grade), acidifié avec 0,10 M d'acide ortho
phosphorique (v / v, 1000 : 2.30). Le débit était de 1 ml / min, et le volume d'injection était de 20 pl.
Le temps total d’analyse d’un échantillon est de 60 min. Les monomeres phénoliques ont été
détectés a 280 nm. Les pics des composés phénoliques ont été identifiés par comparaison de
leur temps de rétention & ceux des standards et en verifiant leur spectre caractéristique. Le
dosage des composés phénoliques a été réalisé par calibration linéaire externe avec des
solutions étalons des standards correspondants.

Figure N°17 : HPLC -DAD.

3- Etudes des activités biologiques de feuille et fruits de I’olivier

3-1- Evaluation du pouvoir antioxydant par mesure de la capacité du piégeage
des radicaux libres 2,2-diphényle-1-pikrydhydrazyl radical.

50
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Plusieurs techniques peuvent étre utilisées afin de mesurer le pouvoir antioxydant des
extraits et molécules. L’évaluation du pouvoir antioxydant peut se faire par la mesure du
pouvoir des échantillons a piéger des radicaux libres. Les plus pratiques pour leur simplicité,
rapidité, sensibilité et reproductibilité restent celles basées sur la décoloration de solutions
d’un chromogéne radicalaire (DPPHse). La présence d’un composé antioxydant provoque une
rupture de la réaction en chaine de formation de ces radicaux et donc & une decoloration de la
solution du radical. Dans cette thése, le pouvoir de I’agent antioxydant a piéger des radicaux

libres, sous leurs différentes formes, est déterminé par la méthode DPPH.

Le test DPPH, qui utilise une réaction d'oxydoréduction avec le 2,2-diphényle-1-
pikrydhydrazyl radical, a été utilisé pour déterminer la capacité antioxydante des extrais. Le
radical a une couleur violette en raison de I'électron non apparié d'azote et, aprés réaction avec
I'atome d'oxygéne d'un piégeur de radicaux de la réduction de DPPH-H (2,2-diphényle-1-
picrylhydrazin) est formé (jaune) (Villano, et al., 2007). Le changement de couleur peut étre
suivi par spectrophotométrie a 517nm et de cette facon le potentiel antioxydant d'une

substance ou un extrait de plante peut étre déterminée (Molyneux et Songklanakarin, 2004).

Dans notre étude on a suivi la procédure de méthode de Blois (1958), qui a été utilisés
pour la DPPH de radicaux libres. 1 mM a été utilisé comme solution d’extraits. Les solutions
ont été transférées a tubes a essai afin d'obtenir les solutions meres de 15, 30 et 50 pg/ml
concentrations ; et le volume total a été ajusté a 3 ml d'eau distillee de I'éthanol. Plus tard, 1
ml de DPPH solution stocké été ajouté a chaque échantillon moyen. Apres incubation a
I’obscurité pendant 30 min a 25 °C, les valeurs d'absorbance ont été mesurés a 517 nm contre
de I'éthanol échantillons a I'aveugle, (3 ml d'éthanol a été utilisé dans la détection avec 1 ml
de DPPH solution comme un contréle). La diminution de I'absorbance a indiqué le montant de

DPPH est resté apres la solution free radical-activité antiradicalaire .

Premierement, les normes graphique ont été creées pour identifier I'activité de piégeage des
radicaux DPPH des fruits et feuilles de l'olivier (Olea europaea) et composés antioxydants
standard utilisé BHA. Des calculs sur les radicaux DPPH ont été effectués conformément a
I'équation suivante : DPPH activité antiradicalaire (%) = (1-AS/AC) x 100, comme AS c'est
la valeur d'absorbance trouve apres I'ajout d'un échantillon a I'DPPH solution radicale, et a
I'AC est la valeur d'absorbance du contréle, qui comprend seulement le DPPH solution

radicale. BHA a été utilisé pour le contrdle positif. Egalement nous avons calculé Ec50

.
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3-2- Evaluation de I’activite anticoagulante

L’activité anticoagulante des extraits polyphénoliques des feuilles et fruits de I’olivier a
été évaluée in vitro par la voie exogene de la coagulation sur un plasma normal déplaquette et

a I’aide d’un test global chronométrique; le temps de Quick (TQ).

Le sang est prélevé d’un jeune adulte comme volontaire sain non traité, dont le TQ est
normal, par ponction veineuse dans un tube en plastique sur une solution anticoagulante de
citrate de sodium a 3,2 %, dont les tubes sont remplis jusqu'a 5 ml a raison de respecter du
rapport sang/anticoagulant (1 volume pour 9 volumes du sang). Le sang est ensuite centrifugé

pendant 5 minutes a 2500 rpm pour obtenir un plasma pauvre en plaquettes.

Figure N° 18 : Centmfugation du sang pour obtenir un plasma déplaguetté.

3-2-1- Temps de Quick ou taux de prothrombine

Le temps de Quick est le temps de coagulation du plasma du patient mis en présence de
facteur tissulaire et de phospholipides apportés par un réactif, la thromboplastine. Par rapport

au temps obtenu pour un plasma témoin, ce temps s'exprime en secondes, (Amandine, 2009).

Le test de Temps de Quick (TQ) permet une exploration de la voie extrinseque de la
coagulation. Le TQ, converti en "taux de prothrombine” (TP) permet d'évaluer I'activité des
facteurs du complexe prothrombinique en référence a un plasma normal a 100%. Ce test
consiste a mesurer le temps que met & se former un caillot de fibrine a 37°C lorsqu'on ajoute
dans le plasma un excés de thromboplastine ou facteur tissulaire en présence de calcium.
Normalement le caillot se forme en 12 a 13 seconds, ce qui représente le temps de Quick. Le
TQ explore les facteurs de la voie exogéne de la coagulation: facteur VII, facteur X, facteur

V, facteur Il, fibrinogéne (Caquet, 2004) Tableau (VI1I). Un temps de coagulation allongé par
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rapport a celui de témoin explique que I’échantillon exerce un effet anticoagulant vis-a-vis de
cette voie de coagulation. L’effet des polyphénols de I’olivier sur la voie exogene de la
coagulation a été évalué selon le protocole décrit par (Athukorala et al., 2007) avec
modifications. D’une part, nous avons mis 100 ul de plasma déja obtenu dans un tube témoin
qui est ensuite incubé a 37°C dans un bain marie durant 2 minutes. D’autre part, 50 pul des
extraits polyphénoliques dilués avec de I’eau distillé a 50% (1:1 (v/v)) sont additionnées a
100ul du plasma dans chacun des tubes a analyser qui sont ensuite incubés & 37°C durant un
temps optimal de 15 minutes. Aprés I’incubation, la coagulation a été déclenchée par
I’addition de 200 ul de thromboplastine pré-incubé a 37°C pendant 15 minutes. Le temps qui
s’écoule jusqu’a la formation du caillot fibrineux est alors mesuré manuellement a I’aide d’un
chronometre qui est déclenché des I’addition de thromboplastine dans les tubes jusqu’a ce que
I’on observe la prise en masse du caillot. Les résultats sont exprimés par le temps de
coagulation en seconde (s). La méme opération a éteé répétée 3 fois dans les mémes conditions

pour chaque variété.

3-3- Evaluation de I’activité antibactérienne

3-3-1-Souches bactériennes :

Les souches bactériennes utilisées dans I’essai sont des lots de 'ATCC (American Type
Culture Collection), ont été choisies pour leurs haute pathogenicités et leurs multi résistances
sont: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 , Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 et Salmonella
typhimurium ATCC14028.

3-3-2-Screening de I’activité antibactérienne

Les tests d’évaluation de I’activité antimicrobienne, nécessitent un travail dans des
conditions d’asepsie rigoureuses afin d’éviter les probléemes de contamination. En outre, le
matériel, les solutions et les milieux de cultures doivent étre stérilisés par autoclavage.
L'inhibition de la croissance bactérienne in vitro a été étudiée par la méthode de diffusion par

disque (I'aromatogramme) sur gélose telle que decrite par (Bauer et al., 1966).

Le test a porté sur tous les extraits d’olea europaea préparés précédemment et s’est

déroulé selon les étapes suivantes

Meéthode de diffusion sur gélose

-



PARTIE Il Etude expérimentale

L’antibiogramme est une méthode qui sert a déterminer I’effet des antibiotiques sur les
bactéries testées, mais lorsqu’on substitue les disques d’antibiotiques par d’autres imprégnés
par I’extrait phénoliques, on I’appelle I’aromatogramme.

La méthode d’aromatogramme est la technique choisie pour déterminer I’activité
antimicrobienne des extraits a tester, elle se base sur le pouvoir migratoire des extraits sur un
milieu solide a I’intérieur d’une boite de Pétri. Cette méthode nous permet de mettre en
évidence I’effet antimicrobien des extrait sur les bactéries et déterminer sa résistance ou

sensibilité vis-a-vis ces extraits.

- Préparation des milieux de culture

La gélose de Muller Hinton stérile préte a I’'usage a été coulée dans des boites de Pétri
stériles de 90 mm de diameétre. L'épaisseur de la gélose est de 4 mm répartie uniformément
dans les boites. Ces derniéres ont été séchées pendant 30 min a la température du laboratoire
et laissées 24h/37°C.

- Préparation des dilutions des extrais

Aprés I’extraction des polyphénols, on prépare trois dilutions: 100% ,50% et 25% (v/v),

pour avoir 3 dilutions.

Pour pouvoir obtenir les différentes dilutions des polyphénols des extrais de quatre
variété de I’olivier feuilles et fruits, nous les avons diluées dans le DMSO
(diméthylsulfoxide). Ce choix a été fait parce que le DMSO est le solvant préférable pour la
majorité des auteurs, notamment, Gachkar et al. (2007) qui ont prouve que le DMSO n'a

aucun pouvoir antibactérien.

- Préparation de I’inoculum

Chaque souche bactérienne a été ensemenceée en stries sur des boites de Pétri contenant
la gélose nutritive (GN) et incubée pendant 18 heures, afin d’obtenir une culture jeune des
bactéries et des colonies bien isolées. Apres les 18 heures et & partir de ces boites, on a
prélevé quelque colonies bien isolées et parfaitement identiques avec une anse de platine ou
pipette Pasteur et les transférer dans un tube contient 9 ml d’une solution de I’eau

physiologique stérile & 0.9% de sel (NaCl) afin d’avoir une densité cellulaire initiale voisine a

-
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celle de 0,5 Mc Ferland (10° UFC/ml). Cette comparaison est mesurée & I’aide d’un

densitométre.

L’inoculum bactérien est ajusté soit en ajoutant de la culture s'il est trop faible soit de
I'eau physiologique stérile s'il est trop fort. L'ensemencement doit se faire en moins de 15

minutes apres la préparation de I'inoculum.
- L’ensemencement et dep6t des disques

Dans les 15 minutes qui suivent I’ajustement de la densité de la suspension bactérienne,
on a trempé un écouvillon dans la suspension et on a étalé toute la surface de la gélose
(Mueller Hinton) a trois répétitions en tournant la boite a chaque fois avec 60°C, et enfin, on a
écouvillonné partout autour du bord de la surface de la gélose. Le but de chaque application

est d’avoir une distribution uniforme de I’inoculum.

Dans des conditions aseptiques et a I’aide d’une pince stérile, des disques de six
millimétres de diametre de papier MM stériles, (stérilisation a 120°C pendant 15 min par
autoclavage) sont déposés sur la gélose précédemment inoculée avec le microorganisme
choisi, puis les imbibés par les différentes dilutions des extraits (100, 50 et 25 %). Chaque
disque contient 10 ul d’une seule dilution d’un extrait, d’autres disques imprégnés chacun de
10 pl de DMSO sont utilisés comme témoins négatifs. La gentamicine (GN) est utilisée
comme témoin positif pour les souches bactériennes. Le test est effectué en triplicata et les

antibiogrammes sont effectués en parallele avec les aromatogrammes.
- Incubation et expression des résultats

Les boites de Pétri sont incubées a I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures, Apres ce
délai, I’activité antimicrobienne est déterminée en mesurant le diametre de la zone d'inhibition

produite autour de chaque disque.

A la sortie de I’étuve, I’absence de la croissance microbienne se explique par un
halotranslucide autour du disque, similaire & la gélose stérile, dont le diametre est mesuré a
I’aide d’un pied a coulisse (y compris le diamétre de disque, 6 mm). Selon Rouibi et al.
(2009), une souche est dite:

- Sensible lorsque la zone d’inhibition est supérieur ou égale a 15mm.

.
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- Reésistante lorsqu’il n’y a pas une zone d’inhibition.

- Limitée lorsque la zone d’inhibition est inférieure & 15mm.

I11-Analyse statistiques:

Les histogrammes sont tracés par le Microsoft Excel 2010, et les analyses statistiques ont
été realisees par le logiciel SPSS (version 21). Les résultats des tests effectués sont exprimés
en moyenne + écart-type SD. La différence entre les différents parametres est déterminée par
le test AVI a un critére suivie du test de la Corrélation, ACP pour les comparaisons multiples

et la détermination des taux de signification. Les valeurs de p<0.05 sont considérées

statistiquement significatives.
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I-Résultats et discussion des caracterisations morphologiques

1- Caractéres morphologiques quantitatifs

Les résultats obtenus pour la longueur et largeurs, rapport longueur/largeur moyenne

et le poids des feuilles, fruits, et noyaux sont regroupés dans le tableau (VII).

Tableau V11 : Résultats de I’analyse descriptive de I’ensemble des caractéres quantitatifs

mesureés pour les quatre cultivars étudiés

N° Sigoise Rougette Dathier Chemlel Moy Ecart |CV%
Long (mm) | 55,68+2,38 | 55,95+6,08 5258+147 | 5745402 |ecn |140 | 256
Larg (mm) | 8,80+1,56 | 9,43+2,06 785:111 | 1016£147 | oo a7 |

o | RLong/Lar

g |, 6,84+1,90 | 6,87+1,95 711090 | 639129 | o 0o | s

>

& |Poidsfl (g) |0,111+0.01 |0,0984+0.009 |0,1286+0.011 |0,2017+0.009 0,135 | 0,033 | 24,63
Long (mm) | 23,8142,55 |20,73+2,07 2740£1,70 |1949%135 | 000 (575 | 1202
Larg (mm) | 15,72+4,19 | 15,39+3,23 15726332 | 12145218 | 1,00 |10 |gas
Rap 1,650,224 | 1,40+0,13 1,860,225 | 1,71+0,32
Long/Larg D T D e 1,66 0,13 7,85

£ | Poids fr (g) |2,43+0.02 |3,04+0.13 3,35+0.10  |1,97+0.05 |2,69 049 |18,44
Long (mm) | 18,96+1,12 | 15,30+1,46 2153076 | 1653+145 | 1000|547 |17
Larg (mm) | 8,89+3,47 | 7,92+2,36 7214228 | 7134248 | g 0w | e
RLong/Lar

< g 2.71+0,68 | 2,16+0,37 353079 | 2924095 |, oo o | e

[+ .

2 |Poidsnoy 16201007 |0707£0.007 |0,7040.03 | 0,59+ 0.03 6,247

z |9 0674 |0,042

L analyse des résultats illustrés dans ce tableau révéle I’existence d’une variabilité
entre les quatre variétés de I’olivier. Les résultats de I’analyse descriptive indiquent que les
coefficients de variation des différents paramétres quantitatifs varient de 2.56% a 24.63 %.
Le coefficient de variation le plus élevé est noté pour le parametre poids des feuilles, tandis

que les valeurs les plus basses sont enregistrees pour la longueur des feuilles.
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Martin et Gendron (2004), ont donné les balises suivantes concernant I'interprétation

du coefficient de variation :

1- Entre 0.0 % et 16.0 %, la variation est faible ;
2- Entre 16.0 % et 33.3 %, la variation est importante ;

3- Audela de 33.3 % la variation est tres élevée.

Sur cette base, nous pouvons classer les différents caracteres quantitatifs étudies selon
le niveau de variation exprime en premiere classe, sauf, pour les critéres poids des feuilles et
fruits. Ceci est confirme par I’analyse de la variance a un critere (AV1), il se dégage alors des
différences non significative dans la longueur et largeur des feuilles (P>0,05) et significative
dans le RLong/Larg des feuilles (P<0,05). Ainsi des différences trés hautement significative
dans la longueur des fruits et noyaux et le RLong/Larg des fruits et noyaux (P<0,001) et non
significative dans les largeurs des fruits (P>0,05) finalement hautement significative dans les
largeurs des noyaux (P<0,1) , pour le poids des fruits et feuilles, I’analyse de la variance a un
critere a dégagé des différences hautement significatives entre les variétés (P<0,001), par
contre pour le poids de noyau, I’analyse de la variance a un critere a révélé la présence d’une
difference non significative (P>0,05) (annexe 1). La longueur des feuilles la plus élevés est
enregistrée chez la variété Chemlel (57,45+4,02mm), alors que la plus faible est enregistrée
chez la variété Dathier (52,58+1,47mm).

Au regard des résultats obtenus concernant la longueur et largeur moyenne des fruits
et noyaux, nous pouvons ressortir que les longueurs des fruits et noyaux varient
respectivement entre la valeur minimale 19,49+1,35 mm chez Chemlel, et 15,30+1.46 mm
chez Rougette, et la valeur maximale 27,40+1,70 mm, et 21,53+0,76 respectivement chez
Dathier.

Le poids moyen de feuilles des cultivars varie d’un minimum de 0.0984 g chez la
variété Rougette a 0.2017 g chez la variété Chemlel, pour le parameétre poids de fruits, le
poids le plus important est chez la variété Dathier 3.35+0.10g et le moins important chez la
variété Chemlel 1.97+0.05 g, au regard des résultats obtenus concernant le poids de noyau les
poids sont presque similaires entre 0.7 a 0.707g sauf la variété Chemlel 0.59+0.03g.

Le test de corrélation montre une corrélation positive importante entre longueur des

fruits et noyaux (r=0.803), la largeur des fruits et noyaux (r=0.92) et le rapport long/larg des
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fruits et noyaux (r=0.94), et une corrélation négative entre les rapports longueur /largeur et la

largeur des feuilles, fruits et noyaux respectivement (r=-0.79, r=-741 et r=-0.80) annexe (2).

Les résultats de I’analyse des composant principales montrent que les deux premier
axe expliquent 70,915% de variation totale disponible dans la matrice des donnés soumises a
I’analyse (42.66% axe; et 28.24% axe ;) tableau(VII1I)

Tableau VIII : EIément du modeéle de I’ACP sur les parametres quantitative des quatre
variétés d’études

Composante Extraction Sommes des carrés des facteurs retenus
Valeur propre % variance expliquée %variance expliquée
cumulée
1 2,560 42,668 42,668
1,695 28,247 70,915

L’analyse du composant principal a montré une corrélation entre les rapports lon/larg
des trois organes d’étude (feuilles, fruits et noyaux), egalement ACP a montré une corrélation
entre les longueurs fruits et noyaux et les largeurs fruits et noyaux, L’analyse du composant

principal a montré une corrélation entre la longueur et largeur des feuilles. Figure (19).

Diagramme de composantes dans I'espace aprés rotation
Calculé a partir de Composante 1 Echellz
05 )

0,0 05 10 ]
[ i i

LOMFR

05— 05

0.0

0.0

Composante 2

05— —05

z ajuesodwoyn ap Jied e 3|najen

10 05 0,0 05 10
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Figure N°19 : Analyse en composantes principales des parametres morphologiques
des variétés cultivées.
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1-2- Analyse des parameétres morphologiques mesurés durant les trois ans d’étude

Tous les paramétres morphologiques sont mesurés durant les trois ans d’études 2013-
2014-2015, des différences entre les mémes parameétres durant le trois années ont été signalé,
la coefficient de variation est important pour les parametres chez les quatre variétés, on a
trouvé une variation trés importante dans le parameétre largeurs de noyaux, pour les deux
variétés Sigoise et Chemlel avec une CV de 39.14% et 34.76% respectivement, également des
difféerences importante dans tous le reste des parameétres chez les quatre variétés, sauf
longueurs des feuilles, fruits et noyaux de toutes les variétés ,largeurs des fruits de deux
variétes Chemlel et Dathier et rapport long/larg de fruits des quatre variétés, la coefficient de
variation la moins importante est signalé chez Dathier longueur de feuilles 2.81% tableau
(1X)

L’étude des corrélations entre les moyennes précipitations des trois années et les
différents parametres morphologiques ont signalé une corrélation importante positif entre la
précipitation et la largeur des fruits et noyaux (r=0.903 et r= 0.946) respectivement, et la
largeur des feuilles, également la duré d’ Insolations est corrélée positivement avec le rapport
longueur largeur des fruits et noyaux (r=0.839 et r=0.850) respectivement, mais elle a un effet
négative sur la largeur des fruits= -0.917 et noyaux r= 0.928. L’analyse de la corrélation entre
tous les parametres morphologique et la moyenne de température a révelé une corrélation
positif avec les largeurs des feuille et I’augmentation de température r=0.880 et négative

avec tous le reste des parametres (Annexe 2)
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Tableau IX : Résultats de I’analyse descriptive de I’ensemble des caractéres quantitatifs mesurés pour les trois ans d’études

N° Feuilles Fruits Noyaux
Variétés Long Larg (mm) Rlog/lar Larg (mm) | Rlong/Larg Long(mm) | Larg(mm) Rlog/larg
(mm) Long(mm)

Sigoise 2014 60,45 10,58 5,91 28,93 2411 1,20 21,21 15,85 1,35
2015 54,98 10,18 5,40 20,97 13,00 1,61 17,31 6,24 2,77
2016 51,63 5,68 9,23 21,55 10,06 2,15 18,36 4,58 4,02
Moyenne 55,69 8,81 6,85 23,81 15,73 1,65 18,96 8,89 2,71
Ecartype 2,38 1,57 1,19 2,56 4,19 0,25 1,13 3,48 0,68

CcVv 4,28 17,79 17,39 10,73 26,67 14,91 5,94 39,14 25,20
Rougette 2014 43,80 9,64 4,80 24,88 21,85 1,14 18,23 12,65 1,45
2015 67,38 13,34 5,05 17,16 12,25 1,40 13,13 6,11 2,15
2016 56,68 5,32 10,76 20,16 12,08 1,67 14,57 5,02 2,91
Moyenne 55,95 9,43 6,87 20,73 15,39 1,40 15,31 7,93 2,17
Ecartype 6,08 2,06 1,95 2,07 3,23 0,13 1,46 2,36 0,37

CVv 10,86 21,78 28,34 9,99 20,97 9,53 9,53 29,79 17,02
Dathier 2014 51,80 7,92 6,82 29,93 22,38 1,34 22,67 11,78 1,95
2015 55,54 10,02 5,54 28,28 13,84 2,04 21,94 5,65 3,88
2016 50,42 5,63 9,00 24,00 10,95 2,20 20,00 4,21 4,77
Moyenne 52,59 7,86 7,12 27,40 15,72 1,86 21,53 7,21 3,53
Ecartype 1,48 1,11 0,94 1,70 3,33 0,26 0,77 2,28 0,79

CcVv 2,81 14,16 13,21 6,20 21,18 13,97 3,57 31,66 22,46
Chemlel 2014 59,33 10,28 6,41 20,75 16,50 1,26 17,84 12,09 1,48
2015 49,41 13,00 3,80 16,80 11,05 1,52 13,63 5,55 2,46
2016 63,62 7,23 8,96 20,93 8,88 2,36 18,14 3,76 4,83
Moyenne 57,45 10,17 6,39 19,49 12,14 1,71 16,54 7,13 2,92
Ecartype 4,02 1,47 1,29 1,35 2,18 0,32 1,45 2,48 0,95

CVvV 7,00 14,45 20,26 6,91 17,94 18,85 8,79 34,76 32,64

Cv : coefficient de variation ; Long : longueur ;larg : largeur ; R log/lar : rapport longueur/largeur
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2- Caractéres morphologiques qualitatifs

La classification morphologique des cultivars est basée sur les descripteurs primaires
de la feuille, du fruit et du noyau selon la norme du Conseil Oleicole Internationale (COI,
1997).

D’apres les résultats mentionnés dans le tableau (X), la forme des feuilles et fruit et
noyaux de I’olivier est différente entre les quatre variétés. Les longueurs et les largeurs
moyennes des feuilles sont les indicateurs de la variabilité des cultivars, les quatre variétés
présentent des feuilles de longueur moyenne, largeur étroite sauf la variété Chemlel présente

de largeur moyenne.

La forme de la feuille est déterminee en calculant le rapport entre la longueur et la largeur
moyenne. Les quatre variétés on la méme forme lancéolée, pour la courbure de I’axe
longitudinal toutes les variétés sont plan, seul Dathier épinastique, la couleur des feuilles est
trés variable, elle varie de vert pour Chemlel, vert-jaune pour Sigoise, vert foncé pour

Rougette et vert a bleu-vert pour Dathier.

La longueur, largeur et le rapport longueur largeur représentent les dimensions moyennes
du fruit. La variabilité du rapport longueur/largeur dévoile aussi une variabilité de la forme du
fruit des quatre variétés tableau (X) ainsi deux classes sont distinguées Ovoide qui regroupe
Rougette et Allongé qui regroupe Chemlel, Sigoise, et Dathier.

Le noyau également est un indicateur de variabilité des cultivars. La longueur,
largeur et le rapport longueur largeur représentent les dimensions moyennes du noyau. La
variabilité du rapport longueur/largeur dévoile aussi une variabilité de la forme des noyaux
des quatre variétés, ainsi deux classes sont distinguées -Ovoide qui regroupe Chemlel et

Rougette et elliptique qui regroupe Sigoise et Dathier. Tableau (X).
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Tableau X: Caractérisation morphologique et pomologique des quatre variétés (Feuilles, Fruits et Noyaux)

Sigoise Rougette Dathier Chemlel

Forme de | Longueur : Moyenne Longueur : Moyenne Longueur : Moyenne Longueur : Moyenne

feuille Largeur : Etroite Largeur : Etroite Largeur:, Etroite Largeur: Moyenne
Courbure de I’axe Courbure de I’axe Courbure de I'axe Courbure de I’axe
longitudinal : plan longitudinal : plan longitudinal : Epinastique longitudinal : plan
Forme lancéolée Forme lanceolée Forme lancéolée Forme lancéolée

— — —_— - —

Couleur Vert -jaune Vert foncé Vert et Bleu —vert Vert

Formede | Forme : Allongé Forme : Ovoide Forme : Allongé Forme : Allongé

fruit Mamelon : Absence Mamelon : Absence Mamelon : Absence Mamelon : Absence ou faible
Forme de base : Tronquer Forme de base Tronquer Forme de base : Tronquer Forme de base : Tronquer
Forme de sommet : Arrondie Forme de sommet : Arrondie Forme de sommet : Pointue Forme de sommet : Pointue
Symeétrie : Iégerement Symeétrie : Symeétrie : Symeétrie :
asymeétrique symétrique asymeétrique asymeétrique
Forme de sommet : Arrondie Forme de sommet : Arrondie Forme de sommet : Pointue Forme de sommet : Pointue
Lenticelles : Nombreuses Lenticelles : Peu nombreuses Lenticelles : Nombreuses Lenticelles : Peu nombreuses
Dimension des lenticelles : Dimension des lenticelles : Dimension des lenticelles : Dimension des lenticelles :
Petites Petites Grandes Petites

Couleur Vert- noir Rouge foncé. noir Mauve -noir noir
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Sigoise

Rougette

Dathier

Chemlel

Forme de
noyau

Forme : Elliptique

Position Max transversal (B) :
Centrale

Forme de base : Pointue
Forme de sommet : Pointue
Surface en position B : Lisse
Le nombre des sillons
fibrovasculaires : Elevé

La distribution des sillons :
Uniforme

Symétrie : légerement
asymeétrique

L’extrémité du sommet : Avec
mucron

Forme : Ovoide

Position Max transversal (B) :

Centrale

Forme de base : Tronquer
Forme de sommet : Pointue
Surface en position B :
Rugueuse

Le nombre des sillons
fibrovasculaires : Elevé

La distribution des sillons :
Uniforme

Symeétrie : symétrique
L’extrémité du sommet : Sans
mucron

Forme : Elliptique

Position Max transversal (B) :

Centrale

Forme de base : Pointue
Forme de sommet : Pointue
Surface en position B :
Raboteuse

Le nombre des sillons
fibrovasculaires : Elevé

La distribution des sillons :
Uniforme

Symeétrie : asymétrique
L’extrémité du sommet: Avec
mucron

Forme : Ovoide

Position Max transversal (B) :
Centrale

Forme de base : Pointue
Forme de sommet : Pointue
Surface en position B :
Rugueuse

Le nombre des sillons
fibrovasculaires : Elevé

La distribution des sillons :
Uniforme

Symeétrie : asymétrique
L’extrémité du sommet : Avec
mucron
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D’apres la matrice de la dissimilarité des quatre variétés de I’olivier en fonction des
résultats morphologiques, tableau (XI), il ressort que les variétés les plus éloignes dans nos
cultivars sont Chemlel et Dathier avec une distance de 7,000 suivie par Sigoise et Dathier

6,000. Les deux variétés les plus proches morphologiquement sont Chemlel et Rougette.

Tableau XI : Matrice de dissimilarité entre les quatre variétés de I’olivier en fonction
des résultats morphologiques

Matrice de proximité

Observation Carré de la distance Euclidienne

Rougette Sigoise Chemlel Dathier
Rougette ,000 5,000 4,000 5,000
Sigoise 5,000 ,000 5,000 6,000
Chemlel 4,000 5,000 ,000 7,000
Dathier 5,000 6,000 7,000 ,000

Pour [I’analyse de classification hiérarchique, Les matrices engendrées pour les
différents marqueurs morphologiques, analysées par le logiciel SPSS21 basée sur la méthode
d’agrégation de Ward, a permis d’établir les premiéres relations génétiques entre les
différentes cultivars . En effet, le dendrogramme obtenu figure (20) révéle parfaitement
I’existence d’un niveau significatif du polymorphisme morphologique inter-accession. Ainsi,

en se situant a une distance d’agrégation de I’ordre de deux groupes des cultivars

Arbre hiérarchique dtilisant la Distance moyenne (entre classes)
Distance de combinaison des classes redimensionnée

o 5 10 15 20 25
1 L 1 1 1

Chemlel 1

Rougette 3

Sigoise 2

Dathier 4

Figure N°20 : Classification hiérarchique basée sur la méthode de Ward des
guatre variétés selon la morphologie des cultivars
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- Unsous groupe de deus variétés Chemlel et Rougette ;

- Un groupe de Sigoise et Dathier.

% Discussion de la caractérisation morphologique

La variabilité phénotypique des quatre variétés, au regard de la plupart des caracteres
morphologique étudiés, montre la richesse du patrimoine oléicole dans le site sélectionné.
L’identification morphologique a été étudiée par plusieurs chercheurs qui ont utilisé les
feuilles et fruits et noyaux (Ozkaya et al.,2006 ;Zaher et al., 2011; Salem,2014; Ozkaya et
al.,2015 ; Al-Rugaie et al .,2015; Ben maachia et. Ben Amar ,2014). La variabilite
observée, pour les parametres phénotypiques, dans notre travail, est semblable a celle d’autres
études ayant utilisés les mémes caractéres pour étudier la diversité phénotypique de I’olivier
(Cantinni et al., 1999 ; Idrissi et Ouazzani, 2003 ; Mnasri et al., 2013 ; Laaribi et al.,
2014 ; Mnasri et al., 2014). Ce travail nous a permis d’ailleurs d’établir des fiches de

caractérisation primaire des cultivars étudiés.

Les caracteristiques morphologiques des quatre cultivars étudiés ont montré des
différences varient de non significative a tres hautement significatives vis-a-vis de I’ensemble
des parameétres morphologiques mesurés. Ces différences en caractéres morphologiques
pourraient étre attribuées en grande partie aux facteurs génétiques (Rao et al., 2009).

L analyse en composante principale ainsi que la classification hiérarchique en se
basant sur les descripteurs morphologiques de la feuille, du fruit et du noyau ont bien révélé
I’importance des parametres du fruit et du noyau dans la discrimination des variétés de
I’olivier et confirment ainsi les travaux de (Trigui et Msallem, 2002 ; Hannachi et al., 2006,
Mnasri et al., 2013a et Mnasri et al., 2013y).

Dans les parameétres morphologiques la déférence entre les variétés est remarquable dans
les parametres fruits, Ozkaya et al.(2015) ont trouvé des différences significative entre les
variétés étudier, également (Marin et al.,2012) ont étudié les fruits pour montreé la diversité
entre les variété étudier.Krapac et al.(2011) ont également utilisé les fruits comme

indicateur de la diversité .
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Notre étude confirme également des études antérieures sur I'importance de la mesure de
26 traits morphologiques et pomologiques en Tunisie realisé par Hannachi et al.( 2008) et

des traits morphologiques (quantitatifs et qualitatifs) en Italie (Corrado et al., 2009).

Le coefficient de variation le moins éleve trouvé est non similaire avec plusieurs
travaux ceci peut étre expliqué par le choix des variétés. (Guellaoui et al.( 2015) ont trouveé
un coefficient de variation faible pour les parameétres longueur fruits 9.32% longueur et
largeur et rap lon/larg des feuille respectivement 4.88% .11.72% .11.82%, également
longueur et largeur de noyaux 11.45% et 10.61, respectivement, ce qui confirme nos résultats.
Guellaoui et al. (2015) également ont trouvé une coefficient de variation important dans le
parameétre poids des fruits. Hannachi et al. (2008) ont révélé qu'il existait une base génétique
dans les cultivars de I’olivier lié & la taille des fruits et a l'utilisation probable des fruits.

De plus, Suarez et al. (2011) ont signalé que I'évaluation des traits agronomiques peut
étre difficile, car il faudra jusqu'a 10 ans pour atteindre la maturité prédictive.

Les phénotypes d'olive sont déterminés par une combinaison de facteurs genétiques et
environnementaux. (Thibaudon et Lachasse, 2005) ont mentionné I’interaction entre la
phénologie et les conditions climatiques.

Le coefficient de variation eélevé trouvé entre les année d’étude est similaire avec les
travaux de (Ben Amar et al ., 2014), qui ont travaillé durant trois ans d’étude , ces derniers
ont trouvé que la caractérisation morphologique, bien que nécessaire, s’avére dépendante
de I’environnement et par conséquent insuffisante pour I’identification définitive de ces

écotypes.

En effet, I’analyse de la matrice des corrélations réalisée pour les paramétres
morphologiques révele I’existence des corrélations généralement forte et positive entres les

parameétres morpho- pomologiques.
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1- Suivie des stades phénologiques

Résultats et discussion des études physiologiques

La « phénologie » est « I’étude de I’influence des climats sur les phénomeénes

biologiques saisonniers végétaux (feuillaison, floraison.......). Le suivie de cycle de vie

annuelle des quatre variétés est illustré dans le tableau (XII) cette étude a été réalisée

durant I’année 2015.

Tableau N° XII : Suivie des stades phénologiques durant I’année 2015 des quatre

variétés
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A - Stade hivernal - B — Réveil végétatif -C - Formation des grappes florales- D — Gonflement
des boutons floraux - E — Différenciation des Corolles-.F — Début de floraison- F1 — Pleine
floraison -.G — Chute des pétales .H — Nouaison -1 — Grossissement des fruits ler stade -11 —
Grossissement des fruits 2eme stade.

Le début du cycle stade réveil végétative commence par la formation des bourgeons
floraux (stade B) dépend de la variété (Tableau XII). Notre étude a été réalisée que durant
I’année 2015, la variété Dathier et Sigoise étaient plus précoce que Chemlel et la variété

Rougette était la plus tardive. En genéral, le cycle floral était plus précoce chez la variété
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Sigoise. Le stade nouaison (H) était a la méme période pour les deux variétés Sigoise et

Dathier et un peut tardives pour les deux autre variétes.

La floraison indique la précocité d’une variété par rapport a une autre, et le tableau (XI1)
indique que la variété Sigoise est plus précoce. Les autres stades sont proches pour les quatre

variétés

L’evolution des stades phénologiques au cours du temps est specifique pour chaque
variété et, en effet, on remarque que des stades ont été d’une courte periode telle que le stade
C (début de formation de I’inflorescence), le stade D (gonflement des boutons floraux) pour,
le stade E (différenciation des corolles) pour les quatre variétés en toutefois, on peut
remarquer qu’a partir du stade G (fin floraison) il y a une similitude entre les quatre variétés

durant cette année.

2- Teneur en eau dans les feuilles et fruits de I’olivier

Les teneurs en eau moyennes des feuilles, pulpes et noyaux de quatre variétés de

I’olivier exprimés en pourcentage de poids frais sont données dans le tableau (XII1) :

Tableau XIII : Teneur en eaux dans les feuilles, pulpes et noyaux des quatre variétés
d’étude

Sigoise Rougette Dathier Chemlel | CV AVI
Feuilles % | 26,19 25,15 21,98 24,54 5.07 0.03
Bulbes % | 53,66 55,80 55,88 60,58 3,6296034 | 0.15
Noyaux % | 20,69 20,00 26,76 27,66 14.43 0.01

Ces résultats montrent une variation remarquable entre les quatre variétés de I’olivier

(Sigoise, Chemlel, Rougette et Dathier).

A la lumiére des résultats obtenus, nous pouvons dire que les pulpes de I’olive possédent
une teneur tres élevée en eau entre 53,66% et 60.58%. On comparant la teneur en eau des
quatre varietés, on observe que la varieté Chemlel présente une dominance dans les valeurs
moyennes de teneur en eau des feuilles, pulpes et noyaux (60.58%, 27.66% et 24.54%

respectivement). Par ailleurs, les valeurs minimales sont remarquées chez la variété Dathier
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feuille 21.98%, Sigoise pulpes 53,66 %, et Rougette noyau 20.00% respectivement.
L analyse de la variance (AVI) a montré une différence entre les quatre variétés, varient de

de NS a S, selon I’organe et sa teneur en eau.

3-Détermination du pH :

Dans cette partie, on s’intéresse a étudié le degré de variation du pH entre les quatre
variétés. Les valeurs de pH révélés sont rassemblées au sein de figure (21)

6,8
6.6 6,56
6,4 6,29
6,21
6,2 6 4
6,03
6
5,8
5,6
Chemlel Sigoise Rougette Dathier
m Feuiiles Fruits

Figure N° 21 : pH des feuilles et fruits de I’olivier.

Cet histogramme représente une variabilité entre les quatre variétés. L étude statistique
qui est basée sur I’analyse de la variance a un critére, révele une différence non significative
pour les feuilles et fruits (P>0,05), il est notable que les valeurs du pH des feuilles sont plus
élevées que celles des fruits, dont les valeurs du pH des fruits varient entre 6,03 a 6.42
respectivement pour Chemlel et Dathier , alors que les valeurs du pH des feuilles varient

entre 6,2 pour Sigoise et 6,56 pour Dathier.
+«»+ Discussion physiologie de I’olivier

La physiologie d’une plante indique les différents stades physiologiques, le cycle de vie

de I’olivier commence par le stade réveil de dormance
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Le comportement différentiel des quatre variétés semble indiquer une stratégie
specifique de chaque variété qui établit un équilibre interne vis-a-vis du milieu environnant.
Ainsi, chaque variété a la capacité d’orienter son potentiel de production en fonction des
conditions de I’année en variant le niveau d’expression des différents variables, ce qui confére
a ces variétés ont une souplesse d’adaptation aux conditions du milieu. Le comportement
d’une plante dans sont cycle biologique et étroitement lié aux conditions climatiques. Selon
Ben Amar et al. (2014) le début du cycle floral (stade B) dépend de I’année et de la variété la
variété Koroneiki était plus précoce que Chemleli Sfax en 2009 et plus tardive en 2010 avec
des dates similaires en 2011. Egalement Bonofiglio et al. (2008) ont signalé I’effet de la
température sur la floraison et les différents stades végétatifs de I’olivier .Fornaciari et al.
(2009) ont travaillé sur trois variétés de I’oliviers : Chetoui, Chemlali, Meski , dans leur
étude les chercheur ont trouvé que les exigences en froid et en chaleur de la Meski ce sont
réveélés superieures a ceux de Chetoui et Chemlali , Alor la phénologie des ces trois variétés

été différente, ce qui explique nos résultats.

La teneur en eau également est un indicateur physiologique, les teneurs en eaux chez
nos variétés sont supérieures a celles trouvée par Rotondi et al. (2003) et Lumaret et al.
(2004) qui ont montre que l'eau représente 50% du poids de pulpe. Par ailleurs, ces
pourcentages sont proches a ceux obtenus par Manallah (2012), qui a travaillé sur la variété
Bouchouk et Khanfes. Les caractéres physiologique des fruits de I’olive sont influencés par
le patrimoine génétique et par le site geographique (Cimato, 1990; Ben Temime et al.,
2006). Chaque individu, dans son milieu, exprime différemment ses potentialités génétiques

ce qui se traduit par une importante variabilité intra-variétale (Hannachi et al ., 2008).

Pour le pH, les résultats que nous avons trouvés sont validés par les travaux de
Kaskoos (2013) qui a travaillé sur les feuilles de I’olivier. Par ailleurs, des résultats différents
ont été obtenus par Balatsoras et al. (1997) pour les feuilles. Ozkaya et al. (2015), ont trouvé
des résultats supérieurs entre 7.10 & 7.30, ainsi que Mejri (2007) et Iguerzaziz (2012) qui ont

travaillé sur les fruits de I’olivier.

Ces différences entre les résultats peuvent étre expliquées par la variabilité entre les
variétés examinées, et I’état de maturation, ainsi que la méthode de détermination du pH qui

peut étre aussi responsable de cette différence.
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111 - Résultats et discussion de la biochimie de I’olivier

1- Meétabolites primaire

1-1-

Teneur en lipides dans les feuilles et fruits de I‘olivier

Les résultats obtenus pour I’extraction des lipides dans les feuilles et fruits de

I’olivier, présentés par des teneurs en mg/g MS, ils sont regroupeés dans le tableau (XIV)

Tableau XIV: Teneur en lipides dans les feuilles et fruits des quatre variétés de I’olivier

Variétés Teneur lipides feuilles %0MS Teneur lipides fruits
%MS
Sigoise 14.65 90.5
Rougette 6.68 46.2
Dathier 6.0 44.65
Chemlel 4.9 36.7

Les valeurs de tableau (XIV) montrent que la teneur maximal en lipides dans les feuilles
(14.6.5 % MS) présenté chez Sigoise par contre la teneur minimal (4.9 % MS) chez Chemlel
par apport aux autre varietées, Pour les fruits, la teneur maximal en lipides est (90.5 % MS)
trouvé chez Sigoise par contre la teneur minimal (36.7 % MS) chez Chemlel par apport aux

autre variétés.

L’analyse de la variance a un critere de classification révele I’absence d’un effet

significative entre les variétés pour la teneur en lipides dans les feuilles et les fruits .

1-2-  Sucres solubles

Les résultats obtenus pour la teneur en sucres dans les feuilles et fruits des quatre

variétés de I’olivier sont regroupés dans I’histogramme figure (22)

L’histogramme montre que la teneur maximal en sucres dans les feuilles (46.70% MS)
présenté chez Rougette, par contre, la teneur minimal (18.58% MS) chez Sigoise par apport

aux autres variétés. L’analyse de la variance a un critére de classification, révele I’existence
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d’un effet tres hautement significative entre les quatre variétés, pour la teneur en sucres dans
les feuilles, pour les fruits la teneur maximal en sucres dans les fruits est (62.35%MS) chez
Chemlel , par contre, la teneur minimal est (34.75% MS) chez Dathier par apport aux autres
variétés. L’analyse de la variance a un critére révele I’existence d’un effet trés hautement

significative entre les quatre variétes sur la teneur en sucre dans les fruits.
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Figure N°22 : Sucre soluble dans les feuilles et fruits de I’olivier

2- Metabolites secondaire
2-1-  Teste phytochimique sur les extraits des fruits et feuilles d’Olea europaea L.

des quatre variétés

La réalisation de ces tests a pour but de réveéler les différentes familles de substances
existantes dans les feuilles et fruits de la plante étudiée, en se servant des réactions
qualitatives de caractérisation. Ces dernieres reposent sur des phénomeénes de précipitation ou

de coloration par des réactifs spécifiques a chaque catégorie de composés.
2-1-1- Teste phytochimique sur les extraits des feuilles d’Olea europaea L.

Les résultats des tests phytochimique effectués sur les feuilles d’Olea europaea L.

épuisées par I’eau et le methanol sont regroupés dans le tableau (XV)
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Tableau XV : Résultats des tests phytochimique sur les extraits des feuilles d’Olea

europaea L. des quatre variétés (Sigoise, Chemlel, Dathier et Rougette).

Tests Sigoise Fl Rougette FI | Dathier FI | Chemlel FI
Saponosides ++ + ++ 4+
Composé phéenolique +++ o+ +++ F++
Alcaloides - - - -
Flavonoides ++ ++ +++ ++
Glycosides ++ ++ ++ ++
Coumarines ++ ++ +++ +4+
Triterpénes et Stéroides +++ 4+ 4+ 4+
Tanins +++ +++ +++ +++
Anthraquinones ++ ++ + ++
Anthocyanes - - - -
Quinones libre + + + +

(+++) : Fortement présent ; (++) : Moyennement présent ; (+) : Faiblement présent ; (-) :

test négatif.

Les résultats de la composition phytochimique des feuilles ont montré que les quatre
variétés ont des teneurs importantes des différents métabolites. Pour les saponines, on
remarque que la variété Chemlel présente une teneur relativement élevée, et moyenne chez
les deux variétés Sigoise et Dathier, par contre, la variété de Rougette présente une teneur
faible ;

Les feuilles de I’olivier sont riche également en composés phénoliques, nous avons

noté que les quatre variétés possédent un teneur élevé;

Pour les alcaloides les feuilles des quatre variétés sont pauvre, nous avons remarqué

I’absence totale de ce composant dans les quatre variétés ;

Dans les feuilles nous remarquons que la teneur en flavonoides est élevee chez la

variété Dathier, moyenne chez les trois autres variétés ;
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Les quatre variétés Sigoise, Rougette, Dathier, et Chemlel possédent des teneurs

moyennes en glycosides

La teneur en coumarines dans les feuilles est élevé dans les variétés de Chemlel et

Dathier et moyenne dans les variétés de Sigoise et Rougette ;

Dans les feuilles, les Triterpenes et stéroides ont les méme teneurs, qui est important

chez tous les variétés ;

Pour les tanins, on remarque que les feuilles de quatre variétés ont un teneur

identique et fortement important ;

Concernant les anthraquinones, nous avons remarqué la présence d’un anneau rouge
dans les extraits des feuilles de toutes les variétés ce qui montre que les feuilles de I’olivier
sont riche en anthraquinones. Les variétés Sigoise, Chemlel et Rougette possedent une

moyenne précipitation, chez la variété Dathier un faible précipité rouge est remarqué ;

Arrivant aux anthocyanes, on remarque I’absence des anthocyanes dans toutes les

feuilles de quatre variétes de I’olivier ;

Dans les feuilles, nous remarquons que les quatre variétés possedent la méme teneur

en quinones libre.

Selon les résultats des tests screening phytochimique des feuilles, nous avons
regroupé les variétés selon leurs teneurs en composants secondaires avec l’analyse de
classification hiérarchique, les matrices engendrées pour les différents marqueurs
phytochimique, analysées par le logiciel SPSS21 basee sur la méthode d’agrégation de Ward,

a permis d’établir les premiéres relations entre les différentes cultivars .

En effet la matrice de dissimilarité entre les composant des feuilles des quatre variétés
en fonction des résultats de screening phytochimique tableau (XVI) a monté que les variétés

les plus éloignés sont Sigoise et Dathier avec une distance de 5.000.
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Tableau XVI : Matrice de la dissimilarité entre les quatre variétés de I’olivier en
fonction des screening phytochimique des feuilles.

Matrice de proximité
Observation Carré de la distance Euclidienne
Sigoise Chemlel Dathier Rougette
Sigoise ,000 2,000 5,000 1,000
Chemlel 2,000 ,000 3,000 3,000
Dathier 5,000 3,000 ,000 4,000
Rougette 1,000 3,000 4,000 ,000

En effet, le dendrogramme obtenu figure (23) révele parfaitement I’existence d’un niveau
significatif des polymorphismes biochimiques inter-accession.

Arbre hiérarchique utilisant la Distance de Ward
Distance de combinaison des classes redimensionnée

o s 10 15 20 25
sicoise - - d L

Rouge

Chemled

Dathier 3

Figure N° 23: Classification hiérarchique basée sur la méthode de Ward des
guatre cultivars selon les composants secondaires des feuilles

Ainsi, en se situant a une distance d’agrégation de I’ordre de deux groupes des cultivars

- Ungroupe de trois variétés Chemlel, Rougette et Sigoise.
- Unsous groupe de deux variétés Sigoise et Rougette.
- Un groupe de Chemlel et Dathier.
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2-1-2- Teste phytochimique sur les extraits des fruits d’Olea europaea L.

Les résultats de la composition phytochimique tableau (XVII) montrent que les
saponosides dans les fruits sont tres abondant chez la variété de Sigoise, faible chez Chemlel
et absent chez les deux variétés Rougette et Dathier.

Tableau XVII : Résultats des tests phytochimique sur les extraits des fruits d’Olea

europaea L. des quatre variétés (Sigoise, Chemlel, Dathier et Rougette).

Les tests Sigoise Fr | Rougette Fr | Dathier Fr | Chemlel Fr
Saponosides +++ = - +
Composé phénolique +++ +++ +++ ++
Alcaloides - - - -
Flavonoides +++ ++ +++ ++
Glycosides +++ +++ +++ +
Coumarines +++ + + 4+
Triterpénes et Stéroides +++ +++ + +++
Tanins +++ ++ ++ ++
Anthraquinones +++ ++ +++ +
Anthocyanes - - - -
Quinones libre + + + +

(+++) : Fortement présent ; (++) : Moyennement présent ; (+) : Faiblement présent ; (-) :

Test négatif.

Nous remarquons la présence de la couleur verte foncé, ce qui indique la présence des
composés phénolique dans les extraits des fruits de quatre variétés de I’olivier, nous
remarquons que ces composes sont trés élevés dans les trois variétés Dathier, Rougette et

Sigoise, moyen chez la variété Chemlel ;

Pour les Alcaloides, nous avons remarqué I’absence d’un précipité blanc dans les

fruits de quatre varietés d’olea europaea L.
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Pour les résultats de test des flavonoides, nous remarquons que ce compose est présent
avec des quantités importants dans les fruits, I’apparition des flavonoides et plus éléve chez

les deux variétés Sigoise et Dathier par rapport aux deux autre variétés Rougette, Chemlel ;

Dans les fruits, on remarque que les variétés Sigoise, Dathier et Rougette possédent
des teneurs élevées en glycosides, et la variété Chemlel présente un teneur en glycosides
faible ;

Pour les coumarines, on remarque la présence des fluorescences dans tous les variétes
(fruits) révélé que le teste de coumarine est positif. Dans les fruits les deux variétés de
Chemlel, et Sigoise possédent une teneur élevée de coumarine et faible chez les variétés

Rougette et Dathier;

Les résultats de test des triterpenes et stéroidesnous a permet de remarquer
I'apparition d'une couleur verte qui se transforme au fur et & mesure au rouge dans les extrais
des fruits des quatre variétés de I’olivier. Dans les fruits les triterpénes et stéroides sont trés
abondant chez les trois variétés Sigoise, Chemlel et Rougette, et une teneur faible chez la

variété Dathier.

L’ apparition d'une couleur verte foncée dans les quatre variétés fruits et feuilles
prouve la présence des tanins, la teneur la plus elevee est remarquée chez la variété Sigoise

suivie par les trois variétés ;

Concernant les anthraquinones, nous avons remarqué la présence des anneaux rouge
dans tous les extraits des fruits des quatre variétés, indique que les fruits de I’olivier sont
riche en anthraquinones. Le précipité rouge est tres élevé chez les variétés Sigoise et Dathier
et moyen chez les variétés Chemlel et Rougette ;

Arrivant aux anthocyanes, on remarque I’absence des anthocyanes dans les fruits des

quatre variétés de I’olivier ;

Finalement les quinones libres, on remarque la présence des quinones libres dans tous

les fruits des quatre variétés de I’olivier.

D’aprées la matrice de la proximité, selon les composants des métabolites secondaires

des fruits de quatre variétés de I’olivier tableau (XVIII), il ressort que les variétés les plus
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éloignés sont Chemlel et Dathier avec une distance de 19,000 alors que les variétés les plus

proches sont Rougette et Chemlel

Tableau XVIII : Matrice de la dissimilarité entre les quatre variétés de I’olivier en

fonction des screening phytochimique des fruits

Matrice de proximité

Observation Carré de la distance Euclidienne
Sigoise Chemlel Dathier Rougette
Sigoise ,000 15,000 18,000 16,000
Chemlel 15,000 ,000 19,000 11,000
Dathier 18,000 19,000 ,000 6,000
Rougette 16,000 11,000 6,000 ,000

Selon les résultats des tests screening phytochimique des fruits, nous avons regroupé les
variétés selon leurs teneurs en composants secondaires avec I’analyse de classification
hiérarchique, les matrices engendrées pour les différents marqueurs phytochimique, analysées
par le logiciel SPSS21 basée sur la méthode d’agrégation de Ward, ont permis d’établir les
premiéres relations entre les différentes cultivars . En effet, le dendrogramme obtenu figure
(24) revele parfaitement I’existence d’un niveau significatif des polymorphismes
biochimiques inter-accession. Ainsi, en se situant a une distance d’agrégation de I’ordre de

deux groupes des cultivars

- Ungroupe de trois variétés Dathier, Rougette et Sigoise;
- Un sous groupe de deux variétés Dathier et Rougette;
- Un groupe de Sigoise et Chemlel.
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Arbre hierarchique utilisant la Distance de Ward

Distance de combinaison des classes redimensionnées
] 5 10 15 20 25
Dathier 4 L - - -

Fougettey

Sigoise 1

Chemele

Figure N°24 : Classification hiérarchique basée sur la méthode de ward des
quatre cultivars selon les composants secondaires des fruits

Concernant la comparaison entre les fruits et feuilles de I’olivier, les teneurs des
composés des différentes familles de métabolites secondaires sont plus élevées dans les

feuilles que les fruits.

2-2-  Teneur en polyphénols

2-2-1 — Rendement de I’extraction dans les feuilles

L’extraction hydro-méthanolique des polyphénols a partir du broyat des feuilles
séchées de I’olivier a permis d’obtenir des extraits riches aux différents composants

biochimiques.

Les teneurs en composants des extraits sont reportées en pourcentage de la matiere

séche dans la figure (25)
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Figure N° 25: Rendement d’extraction des feuilles de quatre variétés

D’apres les résultats obtenus, on note une variabilité entre les quatre variétes de I’olivier

(Sigoise, Chemlel, Rougette, et Dathier).

D’apres les teneurs en composants extraites des feuilles étudiés, qui sont rassemblés
dans la figure (25), on s’apercoit clairement que I’extraction hydro-méthanolique a donné un

rendement trés élevé qui varie d’une variété de I’olivier a une autre.

Pour les feuilles, la plus forte teneur revient a la variété Dathier avec une valeur
maximale représente 46% de matiére seche alors que la plus faible teneur revient a la variété

Rougette avec une valeur minimale représente 28% de matiere seche.
2-2-2 — Rrendement d’extraction dans les fruits

L’extraction hydro-méthanolique des composants extraite a partir du broyat de pulpes
séchées de I’olivier a permet d’obtenir des extraits richent aux différents composants

Les teneurs en composants des extraits sont reportés en pourcentage de la matiere seche
dans la figure (26). D’aprés les résultats obtenus, on note une variabilité entre les quatre

variétés de I’olivier (Sigoise, Chemlel, Rougette, et Dathier).

82



PARTIE 111 Résultats et discussion

g1 s0

xR

2| 40

2

1 30

&

| 2

£

8

c | 10

E 0 L= /
F Sigoise  Rougette  Dathier  Chemlel

Figure N° 26: Rendement d’extraction des fruits de quatre variétés

D’apres les valeurs des rendement d’extraction de fruits étudiés, qui sont rassemblés
dans la figure (26), on remarque que I’extraction hydro-méthanolique a donné un rendement

trés élevé qui varie d’une variété a une autre.

En comparant les teneurs des composants dans les fruits, on remarque que la variété
Chemlel posséde la teneur la plus élevée avec un pourcentage de 44%, alors que la variété

Sigoise posséde la teneur la plus faible avec un pourcentage de 28%.

On comparant les deux organes d’étude on peut dire que les feuilles ont donnés le

meilleur rendement d’extraction par rapport aux fruits.
2-2-3- Teneur en phénols totaux

L’étude quantitative de [I’extrait brut méthanolique au moyen des dosages
spectrophotométriques, avait pour objectif la détermination de la teneur totale des
polyphénols. Une courbe d’étalonnage figure (27) a été tracée pour cet objective, et réalisée
avec I’acide gallique a différentes concentration. Des mesures de densité optique pour chaque

extrait se sont réalisées a 760 nm.

Les quantités des polyphénols correspondantes ont été rapportées en mg équivalent
acide gallique par g du poids sec, sont déterminées par une équation de type : y = a x+b
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Figure N°27 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique (moyenne £ SD de
trois mesures).

Suivant le tableau (XIX), nous enregistrons en équivalent de I’acide gallique entre
31.25 et 78.75ug/mg MS des feuilles sec, et entre 20.75et 45.5ug/mg MS pour les fruits. Les
extraits des feuilles représentent les teneurs les plus élevées en polyphénols. Les meilleurs
teneurs sont enregistrés chez Rougette en équivalent de I’’acide gallique 78.75 et 45.5 pg/mg

MS respectivement pour les feuilles et fruits.

L analyse des résultats illustrés dans ce tableau révéle I’existence d’une variabilité entre
les quartes variétés de I’olivier. Les résultats de I’analyse descriptive indiquent que les
coefficients est important 36.15% pour les feuilles et 30.70% pour les fruits, Ceci est
confirmé par I’analyse de la variance a un critére (AVI), il se dégage alors une différence trées
hautement significative entre les teneurs en phénol totaux dans les variétés pour les deux

organes feuilles et fruits (Annexe 2) .

Tableau XIX : Teneur en polyphénols totaux (ug/mg de poids sec de feuilles et fruits de

quatre variété de I’olivier).

Variétés | Teneur en phénols totaux feuilles | Teneur en phénols totaux fruits pg/mg
ng/mgMs MS
31,25+1,5 20,75+0,22

Rougette | 78,75+0,44 45,5+0,22

Dathier | 36,75+0,44 22,750,001

Chemlel | 66,25+0,72 23,75+0,11

CcVv 36.15% 30.70%

AV1 0.000 THS 0.000 THS

(Moyenne £ SD de trois mesures).
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2-2-4- Teneur en flavonoides

Des dosages spectrophotométriques ont été effectués a partir des extraits méthanolique

des feuilles et fruits de I’olivier afin de déterminer la teneur totale en flavonoides.

Une courbe étalonnage figure (28) a été réalisée avec la quercitine a une longueur d’onde
430 nm.
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Figure N°28 : Courbe étalonnage de la quercitine (moyenne + SD de trois
mesures).

Suivant le tableau (XX), on a enregistré en équivalent quercitine entre 76.75 et 31.25
ug Qur /mg feuilles séches, et entre 43.5 et 20.75 pg Que/ mg pour les fruits. Les extraits des
feuilles représentent les teneurs les plus élevées en flavonoides, les meilleurs teneurs sont
enregistrées chez Rougette en équivalent de la quercitine 76.75ug/mg et 43.5 pg/mg

respectivement pour les feuilles et fruits.

L analyse des résultats illustrés dans ce tableau révéle I’existence d’une variabilité entre
les quatre variétés de I’olivier. Les résultats de I’analyse descriptive indiquent que les
coefficients sont importants 33.89% pour les feuilles et 30.70% pour les fruits, ceci est
confirmé par I’analyse de la variance a un critere (AVI), il se dégage alors des différences
trés hautement significative entre les teneurs en flavonoides dans les variétés pour les deux

organes feuilles et fruits.
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Tableau XX : Teneur en flavonoides (pugQur /mg de poids sec de feuilles et fruits de

quatre variétes de I’olivier).

Variétés | Teneur en Flavonoides dans les Teneur en Flavonoides dans les fruits
feuilles pg Qur/mgMS Hg Qur/mgMS

Sigoise 31,25+0,03 20,75+0,006

Rougette | 76,75+0,06 43,5+0,02

Dathier 36.75%0,03 22,75+0,006

Chemlel | 40,98+0,03 23,75%0,03

CVv 33,897086 30,7095343

AV1 0.000 THS 0.000 THS

(Moyenne £ SD de trois mesures).

2-2-5-

Teneur en tanin

Des dosages spectrophotométriques ont été effectués a partir des extraits méthanolique

des feuilles et fruits de I’olivier afin de déterminer la teneur totale en tanins.

Une courbe étalonnage figure (29) a été réalisée avec Mimoza a une longueur d’onde 580

nm.
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Figure N°29 : Courbe étalonnage d
mesu

e Mimosa (moyenne + SD de trois
res).
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Suivant le tableau (XXI) ci dessus, on a enregistré en équivalent Mimoza entre 51.67 pg/mg
et 20.06 pg/mg feuilles sec, et entre 147.29 ug/mg et 34.83 pg/mg pour les fruits. Les
extraits des feuilles représentent les teneurs les plus élevées en tanin, les meilleurs teneurs
sont enregistrées chez Dathier en équivalent la Mimoza 51.67 pg/mg; 147.26 pg/mg

respectivement pour les feuilles et fruits.

Tableau XXI: Teneur en tanin (ug/mg de poids sec de feuilles et fruits de quatre

varietés de I’olivier).

Variétés Teneur en tanin dans les feuilles Teneur en Tanin totaux fruits
Hg Mim/mgMS Hg Mim/mgMS

Sigoise 20,06+0,03 34,8310,15

Rougette 20,45+0,09 64,69+0,21

Dathier 51,67+0,06 147,29+0,20

Chemlel 22,05+0,06 91,04+0,07

CVv 40,46 41,08

AV1 0.000 THS 0.000 THS

(Moyenne £ SD de trois mesures).

L analyse des résultats illustrés dans ce tableau révéle I’existence d’une variabilité entre
les quatre variétés de I’olivier. Les résultats de I’analyse descriptive indiquent que les
coefficients sont trés importants 40.46% pour feuilles et 41.08% pour les fruits, Ceci est
confirmé par I’analyse de la variance a un critére (AVI), il se dégage alors une différence tres
hautement significative entre les teneurs en tanin totaux dans les variétés pour les deux

organes feuilles et fruits.
2-3- Reésultats d’analyses HPLC-DAD

Haute performance premiéres normes polyphénols, pour la caractérisation chimique des
extraits qui sont passes a travers la phase liquide par des procédés ayant le détecteur DAD a
été injectée dans la chromatographie en phase liquide. Ces normes sont données au dispositif
a différentes concentrations de la courbe d'étalonnage pour chaque concentration standard par
rapport a la surface du pic a été généré et détermine également le temps de rétention de la
norme. Les noms des normes indiquées, et les temps de rétention sont présentés dans le
tableau (XXI1),
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Tableau XXII : Temps de rétention de la norme utilisée

N° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

8

o @ ) @
c -E > b =) <5} >
g S ® § GE) GE) : g 5_ g 3 E
B 28 |g2 |E 2 5 S |2 £ g o g
2 5 g S = c 2 2 TS | O > ] 25
2 <5 | <8 |& 3 S 2 | g A @ 3 =
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R_time 5.13 541 7.50 8.00 12.44 | 13.73 | 16.10 | 17,06 | 26,61 | 35
min

2-3-1- Chromatogrammes des étalons

- Un temps de rétention d'un chromatogramme de I'échantillon obtenu avec I'acide
fumarique est de 5,13 min, les concentrations utilisées pour tracer un courbe étalonnage sont
de 20 & 300 ppm.

-Un temps de rétention 5,413 min laquelle l'acide gallique obtenu a partir d'un
chromatogramme, pour créer un courbe d'étalonnage 10, 25, 50 et 60 ppm injectent des zones

de pointe ont été calculées.

- Un temps de rétention 7,50 min avec du (-) gallocatéchine obtenu a partir d'un

chromatogramme Tableau (XXIII).

- Le temp de rétention qui indique I’Oleuropéine est 8 min, pour tracer la courbe

étalonnage, plusieurs concentrations ont été injectées de 100 a 600 ppm.

-Un temps de rétention du chromatogramme de I'échantillon 12,44 min obtenue avec la
catéchine. Pour créer une courbe d'étalonnage 10, 25, 50, 100 et le dispositif 150 ppm

injectent des zones de pointe ont été calculées.

- Le temps de rétention obtenu a partir de l'acide 4-hydroxybenzoique est un
chromatogramme 13,73 min. Pour créer une courbe d'étalonnage, 5, 10, 20, 50 et 400 ppm
dispositif les surfaces des pics ont été calculées en injectant de I'acide 4-hydroxybenzoique.
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-Le temps de rétention d'un chromatogramme de I'échantillon obtenu a partir de I'acide
caféique, 16,101 min. Pour creer une courbe d'étalonnage 12,5, 25, 50 et le dispositif 250 ppm
injecter des zones de pointe calculée de I'acide caféique.

-. Le temps de rétention obtenu a partir de I’acide syringique est un chromatogramme
17.06 min.

- Pour Le temps de rétention 26,61 min obtenue a partir d'un chromatogramme avec de
I'acide ellagique. Pour créer une courbe d'étalonnage, 5, 10, 15 et en injectant de I'appareil a

une concentration de 30 ppm a été calculée a I'aire du pic de I'acide ellagique.
-un temps de rétention de 35min pour acide t-3hidroxycinamique

Tableau XXII1 : Les courbes étalonnages avec strectures des références HPLC

Les courbes étalonnages des reférences HPLC Structures
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La figure (30) montre les profils des chromatogrammes du mélange d’étalons utilisés.
Cette analyse est enregistrée a une longueur d’ondes 280 nm. Le mélange est composé d’une
solution méthanol-eau 70:30 (v/v) qui contient 10 étalons a des concentrations différentes : 1-
acide fumarique, 2- acide gallique, 3- (-)gallocatechin, 4-oleuropéine, 5- (-) catéchine, 6-
acide 4 hydroxybenzoique, 7- acide caféique, 8- acide syringique, 9- acide ellagique, 10-

acide t-3 hidroxycinamique.

L’identification puis la quantification des composés phénoliques présents dans les
extraits testés sont faits par comparaison de leurs temps de rétention et leurs surfaces des pics

obtenus avec ceux des étalons
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Figure N° 30: Chromatogramme de mélange de références l-acide fumarique, 2-acide
gallique, 3- (-) gallocatechin, 4-oleuropéine, 5-(-) catéchine, 6- acide 4 hydroxybenzoique,
7- acide caféique, 8- acide Syringique, 9-acide ellagique, 10-acide t-3 hidroxycinamique.

2-3-2- Analyse des extraits des feuilles d*olivier

Les résultats des analyses quantitatives des composés phénoliques et organiques
identifiés dans les extraits hydrométhanolique des feuilles de I'olivier a permis d'identifier
sept composes acide fumarique , acide gallique ,oleuropéine, acide 4- hydroxybenzoique, acide

caféique ,acide éllagique et I’acide t-3 hidroxycinamique. Figure (31)
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11 Chemlel feuille

“ ‘ Dathier feuille

Figure N°31: Chromatogramme de I’extrait des feuilles de quatre variétés de

I’olivier a 280nm.
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La quantification des composes phénoliques et organiques présents dans les extraits
hydrométhanoliques révéle des grandes quantités de ces composés tableau (XXIV). Les
résultats obtenus a partir de I’étude quantitative et qualitative des extraits des feuilles de
quatre variétés de I’olivier sont regroupés dans le tableau (XXIV).

Les chromatogrammes correspondants sont reportés dans la figure (31), cette étude
montre que les extraits des feuilles sont trés riches en composés phénoliques et organiques, et
que I’extraits des feuilles de la variété Dathier est le plus riche, I’analyse par HPLC a permis

d'identifier sept composés.

Les analyses montrent que I’oleuropéine est le composé majoritaire dans les quatre
extraits hydrométhanolique des feuilles, avec une dominance de la variétés Dathier (891.57
ppm), suivie par Chemlel (703.32 ppm), et Rougette (441.6 ppm), et finalement Sigoise
(251.89 ppm), I’analyse de la variance (AVI) a montré une diference trés hautement
sinificative entre les quatre variétés pour la teneur en oleuropéine (annexe 2), ceci est
confirmé par les résultats de I’analyse descriptive qui indiquent une variation tres élevée avec

un coefficient de variation proche a 39.39 %,

Tableau XXIV : Analyse quantitative et qualitative des extraits des feuilles de quatre

variétés de I’olivier

Les Les composants Temps Quantités en ppm
variétés
Sigoise Acide fumarique 5,199 16,7454
Acide gallique 5,657 0,078918
Oleuropéine 7,565 251,89
4-hidrosibensoique 13,618 0,63387
Acide caféique 16,709 0,40818
Rougette | Acide fumarique 5,221 4,1256
Acide gallique 5,608 0,10447
Oleuropéine 7,679 441,6
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Acide caféique 16,918 0,46139
Dathier Acide gallique 5.69 1,608992
Acide fumarique 5,176 6,2778
Oleuropeine 7,554 891,57
4-hidroksibensoique 13,676 0,04467
Acide caféique 16,723 1,23195
Acide éllagique 22,14 0,096687
Acide t-3 hidroxycinamique. 29,903 1,739454
Chemlel | Acide fumarique 5.21 0,002952
Acide gallique 5.68 0,451073
Oleuropéine 7.61 703,32
Acide Caféique 16.88 0,75469

Les teneurs de I’acide fumarique sont de (16.7454 ppm, 4.1256 ppm, 6.2778 ppm et
0.0029 ppm) respectivement, pour les variétés Sigoise, Rougette, Dathier et Chemlel,
également (AVI) a montré une diférénce THS, et le coefficient de variation est est trés élevée
59.34 %.

Quant aux teneurs de I’acide caféique sont de I’ordre de (0.408 ppm, 0.46139ppm,
1.2319 ppm et 0.7569 ppm) respectivement pour Sigoise, Rougette, Dathier et Chemlel, avec
un coefficient de variation tres importante proche a 39.11 %, ce qui explique la diference
THS signalé par (AVI). En ce qui concerne le reste des composés phenoliques identifiées
dans des extraits et non déterminées dans d’autres I’ acide 4-hidroksibensique identifier dans
les deux variétés Sigoise et Dathier avec une quantité de (0.63387 ppm et 0.004467 ppm)
respectivement , I’acide gallique est également identifié dans I’extraits de trois variétés
Rougette, Dathier et Chemlel avec des quantité de (0.10447 ppm), (1.6089 ppm), (0.4510
ppm).Al’extraits de  Dathier contient les deux composants ellagique et acide t-3
hidroxycinamique avec les teneurs suivant (0.0966 ppm et 1.7394 ppm) respectivement, la
diférénce entre les teneur de ces composants est THS, et les coefficient de variation varient
de 93.46% a 150%.
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D’apres la matrice de dissimilarité entre les quantités des déférents composants
phénoliques et organiques des feuilles de I’olivier tableau (XXV), les quatre variétés sont tres
éloignées I’un a I'autre. Les deux variétés Chemlel et Dathier se séparent par le coefficient
de dissimilarité le moin important (35482,042). La matrice de dissimilarité montre que les
variétés Dathier et Rougette sont tres éloignées (409306,475).

Tableau XXV : Matrice de dissimilarité des quatre variétés de I’olivier en fonction des

composants des feuilles

Observation Carré de la distance Euclidienne

Sigoise Rougette Dathier Chemlel
Sigoise ,000 36149,549 409306,475 204070,015
Rougette 36149,549 ,000 202483,527 68514,561
Dathier 409306,475 202483,527 ,000 35482,042
Chemlel 204070,015 68514,561 35482,042 ,000

Deux groupes uniquement sont observé en cas ou en considere les teneurs en composants
phénoliques et organiques dans les feuilles de I’olivier comme critére comparative, le
premier groupe regroupe les trois variétés Dathier, Chemlel et Sigoise, egalement les deux
variétés Dathier et Chemlel forment un sous groupe, le deuxieme groupe regroupe les deux
variétés Sigoise et Rougette (Figure 32)

Arbre hieérarchique utilisant la Distance de Ward
Distance de combinaison des classes re dimensionnés
(o] = 10 15 20 25

1 L i L i
Dathier 3

Chemlel *

Sigoise 1

R!)ugettez

Figure N°32: Dendrogramme de la dissimilarité entre quatre variétés de

I’olivier. basé sur les teneurs en composants dans les feuilles
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2-3-3- Analyse des extraits de fruits de I*olivier

Les résultats des analyses quantitatives des composés phénoliques, et organiques
identifiés dans les extraits hydrométhanolique, des fruits de I'olivier a permis d'identifier
quatre composes, I’acide fumarique, acide gallique, oleuropéine et acide caféique, figure
(33)
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Figure N°33: Chromatogramme de I’extrait des fruits de quatre variétés de I’olivier a
280nm.

La quantification des composants présents dans les extraits hydrométhanolique a révéle
une grande quantité de ces composés. Les résultats obtenus a partir de I’étude quantitative et
qualitative des extraits des fruits de quatre variétés de I’olivier sont regroupés dans le
tableau (XXVI)
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Les chromatogrammes correspondants sont reportés dans la figure (33). Cette étude
montre que les extraits des feuilles sont tres riches en composés phénoliques et organiques par
rapport aux fruits, I’étude a montré que les extraits des fruits des variétés Rougette est le
plus riche, I’analyse par HPLC a permis d'identifier quatre composés.

Tableau XXVI : Analyse quantitative et qualitative des extraits des fruits de quatre

variétés de I’olivier.

Les varietés Les composants Temps Quantité en ppm
Sigoise fruits Acide fumarique 5,218 2,4912
Acide gallique 5,664 0,068383
Oleuropéine 7,674 177,51
Acide Caféique 16,774 0,49139
Rougette fruits Acide fumarique 5,212 43,4502
Acide gallique 5,664 0,171857
Oleuropéine 7,659
336,2979
Acide Caféique 16,84 0,76023
Dathier Fruits Acide fumarique 5,175 6,3594
Acide gallique 5,59 0,106015
Oleuropéine 7,607 268,7697
Acide Caféique 16,734 0,15162
Chemlel Fruits Acide fumarique 5.194 9,4242
Acide gallique 5.647 0,087185
Oleuropéine 7.654 100,5461
Acide Caféique 16.83 0,06079

Les analyses ont montré que I’oleuropéine est le composé majoritaire dans les quatre
extrait hydrométhanolique des fruits, avec une dominance de la variétés Rougette
(336,2979ppm), suivie par Dathier (268,7697ppm), et Sigoise (177,51ppm) et finalement
Chemlel (100,5461ppm), I’analyse de la variance (AVI) a montré une diference non
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significative entre les quantité de Oleuropéines dans les fruits de quatre variétés, également la
variation est faible , le coefficient de variation est 13.83 % . Ainsi les teneurs de I’acide
fumarique sont de (2,4912 ppm, 43,4502 ppm, 6,3594 ppm et 9,4242 ppm) respectivement
pour les variétés Sigoise, Rougette, Dathier et Chemlel, I’analyse de la variance (AVI) a
montreé une diference THS entre les quantités de I’acide fumarique dans les fruits de quatre

variétés, également la variation est tres imporatante, le coefficient de variation est 90.78 %.

Quant aux teneurs de I’acide caféeique, ils sont de I’ordre de (0,49139 ppm, 0,76023
ppm, 0,15162 ppm et 0,06079 ppm) respectivement pour les mémes variétés, I’acide gallique
est également identifié dans I’extraits de quatre variétés Sigoise, Rougette, Dathier et
Chemlel avec des quantités entre (0,06079 et 0,76023 ppm) , le coefficient de variation de ces
deux composants est de 56.78 % pour acide caféique, et 23.43% pour I’acide gallique (annexe
2).

D’aprés la matrice de dissimilarité entre les quantités des déférents composants
phénoliques des fruits de I’olivier tableau (XXVII), on constate que les quatre variétés sont
tres éloignées I’un de I’autre. Les deux variétés Rougette et Dathier se separent par un
coefficient de dissimilarité la moins importante (5936,10), la matrice de dissimilarité montre

que Rougette et Chemlel sont trés éloignées (56737,176).

Tableau XXVII : matrice de dissimilarité des quatre variétés de I’olivier en fonction

des composants des fruits

Matrices de proximité

Observation Carré de la distance Euclidienne

Sigoise Rougette Dathier Chemlel
Sigoise ,000 26891,320 8343,413 5971,694
Rougette 26891,320 ,000 5936,160 56737,176
Dathier 8343,413 5936,160 ,000 28308,581
Chemlel 5971,694 56737,176 28308,581 ,000

Selon les résultats des teneurs en composants phénoliques et organiques des fruits nous
avons regroupé les variétés selon la nature et la teneur en composants avec I’analyse de

classification hiérarchique, Les matrices engendrées pour les différents marqueurs
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phytochimique, analysees par le logiciel SPSS 21 basée sur la méthode d’agrégation de Ward,
a permis d’établir les premiéres relations entre les différentes cultivars. En effet, le
dendrogramme obtenu figure (34) révéle parfaitement I’existence d’un niveau significatif des
polymorphismes biochimiques inter-accession. Ainsi, en se situant a une distance
d’agrégation de I’ordre de deux groupes des cultivars

- Unsous groupe de deux variétés Dathier et Rougette
- Un groupe de trois variétés Dathier, Rougette et Sigoise
- Un groupe de Sigoise et Chemlel

Arbre higrarchique utilisant la Distance de Ward
Distance de combinaison des classes redimensionnée
) 5. 1ICI 1I5 :IEI 25

Rougette

Dathier

Sigoise 1

Chemlel 4

Figure N° 34 : Dendrogramme de la dissimilarité entre quatre variétés de I’olivier,

baseé sur les teneurs en composants dans les fruits

+»» Discussion biochimie de I’olivier

Pour les constituants biochimiques de I’olivier on constate que cette plante est riche en
métabolites primaires et secondaires

On remarque que les quatre variétés d’étude sont riches en lipides, pour les feuille on a

trouvé que nos variétés sont riche en lipides par rapport a ceux de Boudhioua et al., 2008
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(de 1,0 a 1,3%) et Martin-Garcia et al., 2006 (3,2%), et proche pour les variétés Chemlel ,
Rougette et Dathier aux travaux de Erbay et Icier, 2009 (6,5%) et Garcia-Gomez et al.,
2003 (6,2%). Pour les lipides des fruits nous avons remarquée une richesse importante des
fruits des variétés d’études en lipide par rapport aux résultats de (Benrachou ,2013 ; Molina
Alcaide et al .,2003 ; Hadiddou et al .,2013 ), et ont été proche de ceux de (Theriez et

Boule, 1970 ) consernant la variété Sigoise avec une teneur de (85,6 - 90,0%) .

La présente étude a permis de constater que la teneur en sucres totaux dans les quatre
variétés étudiées est d’environ 46.70% MS dans les feuilles, et 62.35% par g MS dans les
fruits, les résultats de (Milla et al., 2011) ont confirmé nos résultats, la teneur en glucides de

notre étude est proche de celle de la région de El Harrach 66,5 % par g MS.

Lepoivre (2003), a affirmé que la teneur en sucres est plus forte dans des milieux
défavorables, nous avons calculé la moyenne de précipitation durant I’année d’étude 2015, et

nous avons trouvé une moyenne faible de 60.76 nm/an.

Les examens phytochimique réalisés sur les fruits et feuilles de quatre variétes de I’olivier
ont montré la présence des composés suivants : les flavonoides, tanins, saponines, terpénes et
stéroides, glycosides, anthraquinones, quinones libres et les coumarines et les extraits ont été

pauvre en alcaloides et anthocyanes .Ces composés secondaires ont des roles différents.

Selon (Bruneton, 2009), les saponines sont des détergents alors on les trouve dans la
plante, pour la protégé, également les tanins sont des polyphénols qui ont un effet
antioxydant fondamental, en plus de cet effet fondamental les tanins possédent des propriétés

anti tumorales, antivirales et antibactériennes (Takuo, 2005).

Les flavonoides sont des pigments jaunes, leurs fonction dans les fleurs est de fournir des
couleurs attirant pour les pollinisateurs (Middleton et Chithan, 1993; Harborne et
Williams, 2000). Dans les feuilles, les flavonoides favorisent le suivie et la protéction de la
physiologie des plantes, contre les pathogenes fongiques et rayonnement UV-B (Harborne
et Baxter, 1999 ; Harborne et Williams, 2000). En outre, les flavonoides sont impliqués
dans la photosensibilisation, le transfert d'énergie, les actions des hormones de croissance des
plantes et des régulateurs de croissance, le contréle de la respiration et de la photosynthese,
morphogenése et détermination du sexe (Middleton et Chithan, 1993 ; Harborne et Baxter,
1999), ils peuvent avoir des effets bénéfiques sur la santé en raison de leur propriétés anti-
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oxydantes et leur réle inhibiteur a divers stades de developpement du tumeur, I’apport de
flavonoides a été inversement associé aux maladie cardiovasculaire (Hollman et Katan,
1999, Kyungmi et al.,2008), et en plus ils ont un effet antidiabétique (Babu et al., 2013).

Les composés terpéniques expriment des effets contre les bactéries (Cowan, 1999) et

les stérols sont connus pour leurs efficacités a baisser le cholestérol (Shaghaghi et al., 2014).

Les principes actifs des alcaloides sont connus par leurs effets toxiques (Bruneton,
2009). Selon Sarni-Manchado et Cheynier (2006), les anthocyanes sont des molécules non
stable, la présence de ces molécules dépond de I’acidité du milieu et les stades phénologiques
de la plante, ces molécules sont rarement présentes dans les tissus des végétaux en plaine
maturité, la forte concentration de ces molécule est dans les trés jeune fruits, ce qui explique
I’absence de cette molécule dans les deux organes (feuilles et fruits) des quatre variétés qui

ont été prélevés en plaine maturation.

Pour les feuilles nos résultats sont semblables a ceux obtenus par (Edrah et Kumar,
2012) qui ont signalé la présence de certains composés (tannins, saponines, flavonoides et
les cardiac glycosides) . Dada (2013) et Malik (2015) ont signalé I’absence des Saponines
dans les feuilles. Nahal Bouderba et al.(2012) ont signalé I’absence des tanins . Kaskoos

(2013) a indiqué la présence des alcaloides dans les feuilles.

Pour les fruits, Sanchez Casas et al.(2004) ont signalé la présence des triterpenes dans
I’huile d’olive. Grati Kamoun(2007) et Mnasri et al.(2013a) ont montré que la majorité des
variétés de I’olivier présentent des huiles trés riches en composés phénoliques. Celik et al.
(2014) ont signalé la présence des flavonoides dans les fruits de I’olivier, (Gherib, 2015) a

signalé I’absence des saponines et alcaloides dans les fruits d’oléastre.

Ces résultats montrent la richesse des fruits et feuilles de I’Olea europaea L. en certains
principes bioactifs, on pourrait déduire qu’ils ont des effets bénéfique sur la santé tels que :
antibactérienne, antioxydants, anti-tumoral et prévention des maladies cardiovasculaires. En
comparaison avec la littérature, nos résultats sont en bon accord avec les recherches qui ont

montré que les feuilles et les fruits des quatre variétés sont riches en polyphénols.

Selon nos résultats les rendements d’extraction varient pour les feuilles de 28 a 46%

MS et de 28 a 44% MS pour les fruits, les teneurs que nous avons trouvés sont en accord
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avec certaines sources de référence tel que (Mylonaki et al., 2008) qui ont assuré que la
teneur en matiére extraite peut dépasser les 25% de matiere seche .Garcia-Gomez et al.
(2003) qui ont montré que la teneur en lignine représente 30,4% par rapport a la matiére

seche.

Plusieurs études se sont intéressées a la quantification des polyphénols dans les extraits
de I’olivier, une étude réalisée sur les variétés de I’olivier de la Grece et du Portugal sont
caractérisées par des teneurs en polyphénols variant dans un intervalle de 82- 171mg /100g de
pulpes d’olives (Boskou et al., 2006), et de 165,76 mg/Kg de poids frais d’olives (Malheiro
et al., 2012) respectivement. Brahimi et al. (2013) ont réalisé des dosages quantitatifs de
I’extrait méthanolique des feuilles de I’olivier de deux variétés Chemleli et Nebjmel en
Tunisie, ils ont montrés que la teneur en polyphénols total des feuilles de Chemleli (de 219,85
octobre a 464,27 mg/100 g janvier) et plus riche que la variété de Nebjmel (de 197,60 octobre
a 270,53 mg/100 g janvier), ces résultats sont supérieurs a nos resultats mais la variation de la
teneur en polyphénols semble étre liée a la période de prélevement. Egalement nos résultats

sont confirmés par d’autres études réalisés par Ryan et al. (1999).

Certains auteurs ont étudié les teneurs en polyphénols de I’olivier ont montré que les
feuilles de I’olivier sont plus riche en composés phénoliques bioactifs que les fruits et I’huile
d’olive (Caponio et al., 2001 ; Lalas et al, 2011), également que la présence des composés
phénoliques est major dans les feuilles de I’olivier par apport aux autres organes (Benavente
Garcia et al.,2000; Japon-Lujan et al., 2006; Altiok et al., 2008). Ces résultats confirment
nos résultats pour que les feuilles de I’olivier aient présenté une teneur en polyphénols élevé
par apport aux fruits. Les teneurs en composés phénoliques dans les feuilles de I’olivier
varient selon la variété et la zone d’etude, (Altiok et al., 2008) ont trouvé des teneus entre 2,8
mg/g, (Boudhrioua et al., 2009) 44,3 mg/g de matiére séche,et selon Mylonaki et al.(2008)

elle peuve méme dépasser les 250 mg/g de matiere seche.

L’etude des concentrations de phénol totaux a montré la richesse de nos extrais en
polyphénols, les teneurs ont varie de 13.25 a 78.75 pg/mg acide gallique dans les feuilles et
de 20.75 a 45.5 pg/mg acide gallique dans les fruits. Selon Boskou et al. (2006) les
polyphénols représentent 1 a 3 % du poids frais d’olive drupe a la maturité. Silva et al
.(2006) ont confirmé nos résultats ,les chercheur ont trouvé des teneurs qui ont varié de 13.9 a
30.5 g/kg dans les fruits et 11.7 a 40.1 g/kg feuilles séches. Ben Salah et al .(2012 ) ont
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trouvé des teneur en PT dans les feuilles supérieur a nos résultats (73.05 a 144.19 mg-AG /g
MS ),la variétés Chemlel avait une teneur de (99.71 mg-AG /g MS) supérieur a notre
Chemlel (66.25 mg-AG /g MS),vue que les prélévements sont réalisés dans la méme périodes,
et que nous avons utilisé le méme solvant d’extraction, on peut expliqué cette variabilité
entre les teneur PT de la varieté Chemlel par I’influence des conditions climatiques , Sarni-
Manchado et Cheynier (2006) ont confirmé I’interaction entre les teneurs en polyphénols et
I’environnement. Aouidi et al. (2009) les teneurs en phénols totaux varient de 28 a 59 mg/g
Matiéere Seche selon I'organe concerné (feuilles, pulpes), aussi selon le degré de maturité et

le solvant d'extraction utilisé (méthanol ou éthanol).

Les résultats des teneurs en flavonoides sont en accort avec plusieurs travaux, (Sheikh
et Gabr, 2016) ont signalé que la teneur en flavonoides dans les feuilles de I’olivier varie
selon la méthode d’extraction, et la concentration de solvant, ils ont trouvé TF (25.51mg
catéchine /g MS), ces résultats sont inferieur a nos résultats, ceci peut étre expliqué par le
choix des variétés d’études. Ben Salah et al .( 2012) ont trouvé des teneurs en FT dans les
feuilles supérieur a nos résultats (56.75 a 125.64 mg-CAT/g MS), la variété Chemlel avait
une teneur de (82.74 mg-CAT/g MS) supérieur a notre Chemlel (40.98 mg-CAT/g MS). Celik
et al. (2014) également ont trouvé des teneurs supérieurs (262.2ug/mg). Abaza et al. (2011)
ont trouvé des teneurs en FT dans les feuilles inferieur a nos résultats qui ont varié de 3.42 a
21.47mg/gMS également pour (llias et al ., 2011), les teneurs en flavonoides des fruit étudier

par (Cheng et al ., 2017) étaient inferieur a nos teneurs dans les fruits d’étude.

Les résultats obtenus pour les teneurs en tanin sont importante, les teneurs ont varié de
20.06 a 51.67pg/mg mim dans les feuilles et entre 34.83 et 147.29 pg/mg mim dans les fruits.
Mebirouk-Boudechiche et al.(2014) ont trouvé que la teneur en tanin hydrolysable dans les

feuilles de I’olivier été proche de 22.02mg/g, ce qui confirme nos résultats pour les fruit .

Dekdouk et al. (2015) ont trouvé une teneur de 86.86 mg/g, ces résultats sont dans

I’intervalle de nos extraits.

La synthése de ces différents résultats des teneurs en polyphénols présente une
variation, cette variation inter-variétale des polyphénols de I’olivier due a I’influence de
divers facteurs parmi lesquels: la méthode d’extraction choisie, les conditions dans les

quelles I’extraction a été effectuée, ainsi qu’a I’origine géographique de la plante (Lee et al.,
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2003) , la variété, les condition climatique (température, exposition au soleil, la sécheresse et
la salinité...etc.), le régime d'irrigation (Larrauri et al., 1996; Romani, et al., 1999; Patumi
et al.,2002), aussi que le facteur génétique (Morellé et al., 2004), I’organe de la plante utilisé
(Natarajan et al., 2005). Ainsi que la variation de teneurs en polyphénols semble étre liée a

la zone geographique oléicole (Rotondi et al. , 2004 ; Baccouri et al., 2007).

L’étude quantitative et qualitative des extraits des feuilles de quatre variétés de I’olivier
a montré que les extraits des feuilles sont tres riches en composés phénoliques. L’étude a
montré que I’extrait des feuilles de la variété Dathier est le plus riche, I’analyse par HPLC a
permis d'identifier six composés phénoliques (acide gallique ,oleuropéine, acide 4-
hydroxybenzoique, acide caféique, acide éllagique et I’acide t-3 hidroxycinamique),et un
acide organique I’acide fumarique, quelques composés ont déja été rapportés par plusieurs
chercheurs, I’acide caféique a été étudié par (Baldi et al., 1995 ;Benavente-Garcia et al.,
2000; Briante et al., 2004; Mourtzinos et al., 2007 ; Altiok et al., 2008). Nos résultats sont
inferieur a ceux de Pereira et al. (2007), ils ont trouvé une teneur en acide caféique
équivalente & 220mg/kg. Egalement Erdohan et Turhan (2011) ont trouvé une teneur de
1.09mg/kg, ces résultats sont proche de la teneur des deux variétés Dathier et Chemlel. La
présence de I’acide gallique dans les feuilles de I’olivier est indiquée par (Briante et al.,
2004 ; Mcdonald, 2001), nos résultats pour la teneur en acide gallique sont inferieur a ceux
de (Nashwa et al., 2014). La présence de I’acide 4- hydroxybenzoique été signalé par (
Boskou, 2006 ; Mourtzinos et al., 2007 ). Finalement Oleuropéine, les analyses ont montré
que cette molécule est le composé majoritaire dans les quatre extraits hydrométhanoliques
des feuilles, avec une dominance de la variété Dathier (891.57 ppm), suivie par Chemlel
(703.32 ppm), Rougette (441.6 ppm), et finalement Sigoise (251.89 ppm), la présence de
cette molécule est indiqué par plusieurs chercheurs qui ont etudié les composés phénoliques
des feuilles de I’olivier (Movsumov et al., 1987 ; Le Tutour and Guedon, 1992 ; Baldi et
al., 1995; De Nino et al., 1997; Benavente- Garcia et al., 2000 ; Bouaziz et Sayadi, 2003;
Briante et al., 2004; Japon-Lujan et al., 2006; Silva et al .,2006; Mourtzinos et al., 2007,
Altiok et al., 2008; Malik et al., 2008; Laguerre et al., 2009; Hayes et al., 2009; Ben Salah
et al ., 2012 ), les teneurs en oleuropeine se différent selon la variété d’étude et les conditions
de culture . Ben Salah et al. (2012) ont trouvé des teneurs variont entre 30 et 55 mg/g
d’OLE dans les feuilles de différents variétés. Pereira et al. (2007) ont trouvé 26471.4
mg/kg.
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L’etude quantitative et qualitative des extraits des fruits et de quatre variétés d’olivier
ont montré que les extraits des fruits sont tres riches en composés phénoliques. L analyse par
HPLC a permis d'identifier un composé organique (acide fumarique), et trois composés
phénoliques (acide gallique, oleuropéine, et acide caféique), ces molécule déja ont été
identifiée dans plusieurs travaux, (Mcdonald, 2001) a signalé la présence de I’acide gallique
dans les fruits de I’olivier. Egalement (Savarese, 2007) a mentionné la présence de I’acide
caféique. I’Oleuropéine est I’élément le plus important dans les fruits de I’olivier, sa présence
été indiqué par plusieurs chercheurs (Tayoub et al.,2012 ;Arslan et Oscan,2011 ; Esti et
Cinquanta , 1998), la quantité d’ OLE dans les fruits de turc, la variété Sriulak éte varié
entre 644.2 et 1222.7 mg/kg (Arselan et Ozcan ,2011) ,pour les olives Italiens entre 850 et
2080 mg/kg ( Esti et Cinquanta , 1998), Tayoub et al . (2012) ont trouvé des quantités qui
ont varié de 634.6 a 1025.5 mg/kg
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IV-Résultats et discussion activité biologique des feuilles et fruits de I’olivier

1- Evaluation du potentiel anti-radicalaire des feuilles

Test de piégeage du radical libre DPPH, [I’activité antioxydante de [I’extraits

méthanolique aqueux des feuilles de I’olivier Olea europaea L. et I’antioxydant standard

(BHA) vis-a-vis du radical DPPH & été évaluée a I’aide d’un spectrophotomeétre en suivant la

réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette (DPPHe) a la
couleur jaune (DPPH-H) mesurable a 517nm

BHA y = 163,81x + 19,655
100 R?2=0,9142
X
S
8 50
8
.E 0 T T T 1
0 0,2 0,4 0,6
Concentration g/ml
Extrait Rougette feuille y= 2260,16x -5,32 Extrait Dathier feuille
R?=0,8355
120 4 150 y = 245,77x- 2,775
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X 4 & o
e 80 A S 100 P
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e i 2 50
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Figure N°35 : Variation du pouvoir d’inhibition en fonction de la concentration des extraits
méthanolique des feuilles de quatre variétés de I’olivier et le BHA
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Les résultats obtenus a partir de ce test sont regroupes dans la figure (35) et le tableau

(XXVIII), les valeurs d’EC50 sont exprimeées en (g/ml).

Tableau XXVIII: Activité antioxydante des différents extraits méthanolique des feuilles

de quatre variétés vis-a-vis du radical DPPH

Variétés Activité antioxydante (test DPPH) ECs feuilles
(g/ml)
Sigoise 0,189+0,05
Rougette 0,15638+0,03
Chemlel 0,2077+0,061
Dathier 0,1697+0,059
BHA 0,36123+0,011

On remarque que les extraits méthanolique des feuilles de quatre variétés de I’olivier
Sigoise, Rougette, Chemlel, et Dathier ont une activité antioxydante importante, et ils sont
capables de piéger le radical DPPH, comme le montre le tableau (XXVIII), qui est représenté
par la figure (35), les valeurs de ECso sont extrémement diverses, les résultats de ce test ont
montré que 50% des radicaux libres sont éliminées par les polyphénols des feuilles de
Chemlel (0.207+0.061 g/ml), suivie par Sigoise (0,189+0,05 g/ml), Dathier et Rougette ont
montré les activités les plus importantes avec des valeurs d’EC50 respectivement
(0,1697+0,059 g/ml) et (0,1568+0.03 g/ml). En comparant le pouvoir antioxydant des quatre
variétés avec BHA on peut classer les feuilles de I’olivier parmi les antioxydants les plus
importants vus que I’ECsy de BHA (0,36123+0,011 g/ml).

2- Evaluation du potentiel anti-radicalaire des fruits de I’olivier

L activité antioxydante est évaluée en utilisant la méthode du test DPPH. La réduction
du radical libre DPPH par un antioxydant peut étre suivie par spectrophotométrie UV-visible,
en mesurant la diminution de I’absorbance a 517 nm, provoquée par la présence des extraits
(Wu, 2007).
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Figure N°36 : Variation du pouvoir d’inhibition en fonction de la concentration des
extraits méthanolique des fruits de quatre variétés de I’olivier et le BHA

Le DPPH est initialement violé, se décolore lorsque I’électron célibataire s’apparie.

Cette décoloration est représentative de la capacité des extraits a piéger ces radicaux libres

indépendamment de toutes activités enzymatiques (Hadbaoui, 2012).

Les résultats obtenus a partir de ce test sont regroupés dans le tableau (XXIX) ci-

dessous. Les valeurs des ECso sont exprimées en (g/ml).

112




PARTIE 111 Résultats et discussion

Tableau XXIX : Activité antioxydante des différents extraits méthanolique des fruits des

quatre variétés vis-a-vis du radical DPPH

Variétés Activité antioxydante (test DPPH) ECso Fruit
(9/ml)

Sigoise 0,1693%0,022

Rougette 0,5903+0,067

Chemlel 2,5970+0,109

Dathier 0,3666+0,058

BHA 0,36123+0,011

On remarque que presque tous les extraits methanolique des échantillons étudiés
possédent une activité antioxydante et ils sont capables de piéger le radical DPPH. La valeur
d’ECso est inversement liée a la capacité antioxydante d’un composé, comme elle exprime la
quantité de I’antioxydant nécessaire pour diminuer 50% de la concentration du radical. Plus
ECso est faible plus I'activité antioxydante d'un composé est élevée (Villanio et al., 2007).
Comme le montre le tableau (XXIX), qui est representé par la figure (36), les valeurs de ECso
sont extrémement diverses, Les extraits méthanolique les moins efficaces sont ceux des
valeurs d’ECso, qui sont plus élevées chez Chemlel (2,5970+0,109 g/ml) suivie de Rougette
(0,5903%0,067 g/ml). Les fractions Méthanolique des fruits de Sigoise (0,1693+0,022 g/ml) et
Dathier (0,3666+0,058g /ml) étaient les plus efficaces. On comparant le pouvoir antioxydant
des quatre variétés avec BHA on peut classer les fruits d’olivier parmi les antioxydants les
plus importants vus que I’ECso de BHA (0,36123+0,011 g/ml).

+ Discussion activité antioxydante des feuilles et fruits

L activité antiradicalaire des différents extraits a été évaluée par le test au DPPH, ce
dernier est souvent utilisé pour la rapidité des résultats, comme il est employé pour le criblage
des molécules douées d'activités antioxydante presentes dans les extraits des végétaux (Yi et
al ., 2008). Du point de vue méthodologique, le test au radical libre DPPHe est recommandé
pour des composés contenants des groupes SH-, NH- et OH- (Salah et al., 1995). Il se réalise
a température ambiante, ce qui élimine tout risque de dégradation thermique des molécules
thermolabiles. Le test est largement utilisé dans I’évolution des extraits hydrophiles de thé
vert, des jus de fruits et de raisins, pépins et pulpes, trés riches en composés phénoliques (Yi-
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Zhong Cai et al., 2006 ; Hatzidimitrou et al., 2007). Le temps de réaction de 30 minutes a
été recommandé, et ces conditions sont utilisées dans plusieurs travaux (Puspa et al
.,2008 ;Hue et al .,2008 ; Berrinr et al., 2008). Deux méthodes ont été utilisées dans notre
études, L’indice relative %RSA qui a montré selon (Sanchez Moreno et al ., 1998)
seulement la capacité de I’échantillon, a une concentration fixée, de réduire ou non les
radicaux et dans beaucoup de cas, I’augmentation de la concentration de I’antioxydant amene
I’augmentation de ces indices relatifs , dans nos extrais feuilles et fruits le %RSA augment
avec I’accroissement de la concentration, Pour s’affranchir de I’influence de la concentration,
la réactivité été évaluee par la concentration effective ECs,. Selon (Karamac et
Amarowicz, 1997) BHA est I’un des meilleurs antioxydants et son action dépend de la

méthode d’études.

Selon Sarni-Manchado et Cheynier (2006) le terme phénolique s’adresse a des
composés comportant un ou plusieurs groupement hydroxyle greffés sur un noyau
benzénique, cette particularité structurel donne a la fonction phénol un caractere acide ; elle
perd facilement un H,”la perte d’un Hydrogéne électron + proton engendre la formation d’un

radical fortement stabilisé, ce qui le confére sa capacité antioxydante.

L'olivier et ses dérivés peuvent étre considérés comme une source potentielle
d'antioxydant naturel qui peut étre utilisée, dans I'industries alimentaires et pharmaceutiques
(Savarese et al., 2007).

Les phénols de I'olivier ont une énorme capacité a piéger les radicales libres et montrent
un comportement synergique lorsqu'ils sont combines, ce qui se déroule naturellement dans

les feuilles d'olivier et donc dans leurs extraits (Polzonetti et al, 2004).

Les feuilles d'olivier possédent un pouvoir antioxydant non négligeable (Benavente-
Garcia et al, 2000 et Savournin et al, 2001)

Brand-William et al. (1995) Ont signalé que parmi les acide phénolique les plus actifs
dans I’activité antioxydante I’acide gallique et caféique, les deux sont des acides phénoliques
présent dans presque tous les extrais des feuilles et fruits d’olivier, ils appartiennent aux
deux groupes : les acides hydroxybenzoique et les acides hydroxycinnamique, et selon

Cuvelier et al.(1992) les acides hydroxycinnamique ont toujours une activité anti radicalaire
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mieux que les acides hydroxybenzoiques . (Popovici et al ., 2009) ont également signalé

I’effet antioxydants de I’acide gallique.

Les composants phénoliques actifs dans I'extrait de feuilles et fruits d'olivier font partie
de la famille des secoiridoides, connus par leur capacité a piéger le H202 (Visioli et al,
1994). Oleuropéine est le composant majoritaire dans les extrais des feuilles et fruits de
I’olivier , plusieurs chercheur ont signalé I’effet anti radicalaire de cette molécule ( Altiok et
al., 2008 ; Ben Salah et al .,2012 ; Quirantes —Piné et al .,2013 ; Nashwa et al.,2014).

La corrélation entre la présence d’Oleuropéine et I’activité antioxydante exprimée en
ECso est significative pour les deux organes d’études, les feuilles (-0.719) et les fruits (-

0.672) (annexe 2), ceci est confirmé par les travaux de (Sheikh et Gabr, 2016).

Les valeurs de ECso sont extrémement diverses entre les quatre variétés feuilles et fruits
ceci est confirmé par Del Monaco et al. (2015) qui ont mentionné I’effet variété sur I’activité
antioxydante, également nous avons remarqué une variabilité entre le pouvoir de nos variétés
et les différents variétés cités dans les travaux des autres chercheurs, ( Bayram et al.,2012) a
mentionné I’effet de I’origine géographique, et (Brahmi et al.,2013) la maturité des organes
d’études sur I’activité anti radicalaire.
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3- Evaluation de I’activité anticoagulante des feuilles et fruits de I’olivier

Lors de cette étape, la capacité anticoagulante des différents extraits polyphénoliques
des feuilles et fruits de I’olivier vis-a-vis de la voie exogéne de la coagulation par le test TQ a

été évaluée au temps d’incubation optimal fixé de 15 minutes.

On a utilisé le test de taux de prothrombine (TP), qui explore la voie extrinseque de la
coagulation sanguine ou le facteur tissulaire (thromboplastine) est le déclencheur de cette voie
(Tripodi, 2009).

Dans le but de rechercher un allongement au niveau du temps de coagulation qui se
définie par une activité anticoagulante des extraits de I’olivier, ce test été réalisé selon la
méthode d’Athukorala et al. (2007). Les résultats obtenus pour I’activité anticoagulante sont

regroupés dans le tableau (XXX)

Tableau XXX : Activité anticoagulante des extraits des feuilles et fruits de I’olivier.

Sigoise Rougette Dathier Chemlel Temion | AV1
Feuilles 27,8+1.24 | 22,61+£1.07 | 20,88+1.24 | 33,51+2.04 125 0.000
Fruits 23,49+0.53 | 22,05+0.11 | 24,9+1.54 | 32,13+1.13 125 0.000

L’analyse de ces résultats revele I’existence d’une grande variabilité entre les valeurs
de TQ de quatre variétés d’olivier. Ceci est confirmé par I’analyse de la variance (AVI), il se
dégage alors une différence tres hautement significative dans le TQ a la présence des extraits
polyphénoliques des feuilles et fruits (P<0,001).

D’une maniére générale, on peut remarquer clairement que tous les extraits
polyphénoliques étudiés exercent une activité anticoagulante, mais les résultats montrent une

variation remarquable des valeurs de cette activité par rapport au témoin.

En présence d’extraits polyphénoliques des feuilles, on note qu’ il y a un allongement
de TQ de I’ordre de 21,01s, 15,30s, 10,11s, 8,38s et en comparant a celui du témoin (12,5 s)
notés respectivement chez les variétés Chemlel, Sigoise, Rougette, et Dathier.
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Par ailleurs, pour les extraits polyphénoliques des fruits on observe que les
allongements de TQ les plus élevés sont enregistrés chez la variété Chemlel (19,63s), suivit de
Dathier (12,40 s), ensuite viennent les variétés Sigoise et Rougette par des allongements de
I’ordre de 10,99 s et 9,55 s respectivement.

En comparant le TQ des extraits des feuilles et fruits, on remarque que [I’effet

anticoagulant des feuilles est relativement élevé par rapport aux fruits.

Discussion activité anticoagulante

L’alimentation est une composante déterminante dans la prévention primaire de
nombreuses maladies cardiovasculaires chroniques associées aux problemes de coagulation
du sang. (Morand et Milenkovic, 2014). Yoon et al. (2002); Pawlaczyk et al.(2011) ;L.
Teng et al. (2014) ont mentionné que les polyphénols et les polysaccharides ont la capacité de
réduire la coagulation, selon Ryu et al. (2015) les flavonoide (Catéchine ) sont des

anticoagulants tres important pour les traitement de thrombose.

Selon les résultats illustrés dans le tableau (XXX), on remarque que [I’effet
anticoagulant des feuilles est relativement élevé par rapport aux fruits. Une étude similaire
réalisée par Manallah (2013), qui a travaillé sur les extraits polyphénoliques des fruits des
deux variétés d’olivier (Khenfas et Bouchouk), elle a obtenus des résultats de TQ légérement
supérieurs a nos résultats (34.6s et 40.1s respectivement). Ces différences des résultats
peuvent étre expliquées par la variabilité entre teneurs en polyphénols des variétés

examinées.

Les feuilles et fruits de I’olivier sont riches en Oleuropéine, Driss et al. (1996) Ont
étudié les effets in vitro des composés phénoliques de I'olivier sur I'agrégation plaquettaire, la
déformabilité érythrocytaire et la susceptibilité a la peroxydation des acides gras des
membranes érythrocytaires. L'incubation des plaquettes avec le dihydroxyphényléthanol ou
I'oleuropéine a provoqué une diminution de l'agrégation plaquettaire au collagene de 43,4 +
17,5a 27, 6 £ 16,8. Le temps de transit moyen des érythrocytes traversant des pores de faible
diametre d'un filtre oligopore a baissé de 1,27 + 0,08 ms a 1,15 = 0,11 ms. Ainsi la
déformabilité érythrocytaire des globules rouges incubés avec le dihydroxyphényléthanol ou

I'oleuropéine a été significativement augmentée. La production d'alcanes, pentane et éthane,
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témoins d'une peroxydation des acides gras cellulaires, a baissé en présence du

dihydroxyphényléthanol et de I'oleuropéine.

Par ailleurs, Toutefois, il faut signaler qu’il y avait d’autres composés doués aussi de
cette activité, tels que les glycoprotéines, les coumarines (Zhou et al., 2009), quelques
tannins (Bae, 2011) et les polysaccharides (Youmbai, 2015). De ce fait, ces études donnent
espoir pour le dévelopement des suppléments alimentaires qui contribuent a la prévention des

thromboses.

Les polyphénols de I'olivier peuvent contribuer a réduire le risque de thrombose, en
diminuant I'hyper agrégabilité des plaquettes et en augmentant la déformabilité des
érythrocytes, et celui de l'athérosclérose en réduisant la susceptibilité a la peroxydation des

acides gras polyinsaturés (Driss et al., 1996).
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4- Evaluation de I’activité antibactérienne des fruits de I’olivier

Les résultats de I’activité antibactérienne des extraits des fruits de quatre variétés de
I’olivier, (Dathier, Sigoise Rougette, Chemlel). vis-a-vis des cing souches pathogénes
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae et

Salmonella typhimurium sont résumes dans le tableau (XXXI)

Tableaux XXXI : Diamétres des zones d’inhibition des extraits méthanolique des fruits

de quatre variétés d’olivier (Chemlel, Rougette, Sigoise, Dathier)

Les Témoins

souches D Elhr Roug | Sig ST ) 5

p. 00 1106 63 |65 15 DMSO Gn
%

aerugenosa g eE - - — i 25
2% 1 - 66 6.6 16
L 1566 7.73 | 1450 9.33

S. aureus ° DMSO
s0% | 13.69 672 | 6.77 7.09 Gn
25% 12.68 - 6.04 - 21.28
- - - 10.28 6.36 DMSO

S. % ]

. . 50% - - 7.40 - Gn

typhimurium
25% | - - 6.31 7.87 20.60
:/:)O 7 6.53 6.36 6.38 DMSO

E. coli 50% 11.62 7.2 11 6.87 ) Gn
2% | 9.8 712 |10 6.20 16.47
| 634 655 |65 9.75 DMSO

Klebsiella. ’ ]

pneumoniae | > 6.64 6.07 |-7.2 11.3 Gn
25% - 7.60 - 9.87 16.30
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Les extraits méthanolique de I’olivier Olea europeae L. (Chemlel, Sigoise, Dathier, et
Rougette), sont testés sur cing souches bactériennes gram (-) et (+) Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae et Salmonella typhimurium.
On a observé que les différents types de souches réagissent différemment aux extraits

étudiés.

Nous avons remarqué un bon pouvoir antibactérien contre S. aureus chez la variété
Chemlel, dilution 100% avec zone d’inhibition de (15.66 mm), cependant elle n’a pas
montré un effet antibactérien faible avec les dilutions 50%, 25%, les zones sont de (13.69 et

12.68mm) respectivement.

S. aureus semble également sensible a I’extrait méthanolique de la variété Sigoise, une
zone inhibition de (14.50 mm) est enregistrée avec la concentration 100%, mais I’extrait a
montré un effet antibactérien faible avec les dilutions 50%, 25%, avec des zones de (6.77 et
6.04 mm) respectivement.

L’extrait méthanolique 50% de toutes les variétés ont montré un pouvoir important,
par rapport a la dilution 100% contre la souche E. coli , Chemlel avait le pouvoir
antibactérien le plus important par rapport aux autre extraits avec une zone d’inhibition de
(11.62mm) suivie par Sigoise (11mm) et finalement les deux extrais Rougette te Dathier avec
les zone (7.2 et 6.87mm)

Pour Dathier nous avons remarqué que la dilution 50% a un pouvoir antibactérien trés
important contre p. aerugenosa et Klebsiella. Pneumoniae avec des zones de (16.25 et 11.3

mm) respectivement.

p. aerugenosa également a montré une sensibilité aux extraits méthanolique des fruits de
la varieté Chemlel 100% avec une zone importante (10.6 mm). Elle a monté une certaine
résistance aux extraits des fruits des deux variétés Sigoise et Rougette avec des zones qui

varient entre (6.3 et 6.6 mm).

Les résultats des tests contre S. typhimurium montrent une activité antibactérienne
importante de I’extrais methanolique de la variété Sigoise, dilution 100%, avec un diametre
de (10,28mm), et de (7.40mm) pour la dilution 50%, et un faible pouvoir pour la dilution

25% (6.31mm). Alors que la variété Dathier a monté un effet moins important, avec des
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diametres qui varient entre (6,36 et 7.87mm). Chemlel et Rougette n’ont aucun effet
antibactérien, aucune zone d’inhibition contre S. typhimurium n’a été signalée.

Si on compare les zones inhibitrices des différents extraits méthanoliques des fruits
des quatre variétés d’étude, on peut classer les deux fruits Dathier et Chemlel comme des
antibiotiques alimentaires, vue que les zones sont proches des zones de I’antibiotique Gn
Dathier a monté un effet important contre p. aerugenosa (16.25mm) et le GN (22.5mm), et
également contre Klebsiella. Pneumoniae (11.3 mm), et le GN (16.30mm), pour la variété
Chemlel des zones importantes contre les deux souches E .coli et S. aureus (11.62 et
15.66mm) et respectivement pour Gentamicine (16.30 et 21.28mm).figure (37)

= | s.aurusRoug. fr

Figure N° 37 : Pouvoir antibactériennes des extraits des fruits contre les souches
d’études
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5- Evaluation de I’activité antibactérienne des feuilles de I’olivier

Les extraits méthanolique des feuilles d’Olea europeae L. (Chemlel, Sigoise, Dathier, et
Rougette), sont testés sur cing souches bactériennes : Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae et Salmonella typhimurium. Nous avons
observé que les differents types de souches reagissent differemment aux extraits étudiés
tableau (XXXII)

Tableau XXXII : Diamétres des zones d’inhibition (mm) induites par les quatre variétés

de I’olivier (feuilles) et I’antibiotique (Gentamicine).

Variétés Témoin
Les souches )
Chem | Rgt Sig Dath CcVv () | (#)
100% | 7 925 (812 |8 732
p.aerugenosa 5% 687 7.25 8 6.5 6,56 35
2% 637 |65 |775 |6.62 6,0 |-

0% | 15.66 | 1959 |18.65 |17.49 | 12

S. aureus sw | 1369 | 1282 |14.38 |1223 |68

- 21.28

25% 12.68 9.49 11.96 8.93 14,44
100% | - - 10.28 - 22,70

S.

typhimurium 0] - i Al ) 8,26 - 20.60
25% - - 6.31 - 191

E. coli 0% | 612 |65 687 |6.75 381
50% - 6.12 6.76 6.12 4.08 . 16.47
5% | - - - - 0
w00% |7.75 |7.75 |65 1162 | 1964

Klebsiella | 5% |7.75 [6.75 [6.37 |1075 [17.99

. pneumoniae 6,63 ) 16.30

25% 6.62 7.00 6.25 1.7
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Concernant les S.aureus, elles s’avérent sensible a toutes les extraits et dilutions. La
Rougette montre le pouvoire antimicrobien le plus important, avec une zone de (19.59mm
dilution 100%), tandis que les dilutions 50% et 25% ont donné des zones moins
importantes, avec des diamétres 12.82 et 9.49 mm respectivement. Egalement des fortes
zones d’inhibition de 18.65, 14.38 et 11.96mm sont enregistrées avec Sigoise pour les trois
dilutions 100% et 50% et 25% respectivement.

Klebsiella. Pneumoniae a montré une sensibilité aux différents extraits et concentrations,
et la zone d’inhibition la plus importante est enregistrée avec I’extrait méthanolique de la
variété Dathier 100% avec une zone de 11.62 mm, pour le reste des extraits, la sensibilité de

cette souche est moins importante avec des zone qui varient entre 6.25 et 7.75 mm.

Pour la souche p. aerugenosa nous avons remarqué qu’elle est moins sensible aux
extraits méthanolique des quatre variétés (Chemlel, Dathier, Sigoise et Rougette), des zones
d’inhibition varient de 6.5 a 9.25mm, sont enregistrées avec les trois dilutions 100%, 50%

et 25%, le pouvoir le plus important est signalé avec la variété Chemlel 100%.

En effet, S. typhimurium est totalement résistant aux extraits des trois variétés
(Chemlel, Dathier et Rougette), quelque soit la concentration appliquée. Sigoise a un effet
antibactérien important sur la souche S .typhimurium, la plus grande zone d’inhibition (10,28
mm) est enregistrée avec la dilution 100%, et 7.40 et 6,31mm pour les dilutions 50% et 25%

respectivement.

E. coli a monteé une résistance vers tous les extraits méthanoliques des quatre variéteés,
des zones d’inhibition inferieur a 6.87 sont enregistrées avec toutes les concentrations 100%,
50% et 25%. (Figure38)

Si on compare les zones inhibitrices des différents extraits méthanoliques des feuilles
des quatre variétés d’étude, on peut classer les quatre variétés Dathier, Chemlel, Rougette et
Sigoise comme des antibiotiques alimentaires contre la souche S. aureus vue que les zones
sont proches aux zones de I’antibiotique GN 21.28mm. Dathier a monté un effet important
contre Klebsiella. Pneumoniae (11.62mm) et le GN (16.30mm), pour la variété Sigoise une
zone importante contre S .typhi (10.28mm) par rapport au Gentamicine (20.60mm). Les fruits

de I’olivier ont des effets antibactériens sur les cing souches important.
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S.ar .Dath. Fl

S.ar.Chm.Fl

Figure N° 38 : pouvoir antibactériennes des extraits des feuilles contre les
souches d’études

« Discussion activité antibactériennes

D’apres ces résultats, I’action antibactérienne se traduit par I’apparition d’une zone
d’inhibition autour de disque. On remarque que le diameétre de la zone d’inhibition differe
selon la variété d’olivier feuilles ou fruits, la concentration appliquée et le type de bactérie
testée.

Les effets antimicrobiens des polyphénols issus de I’olive, et les feuilles de I’olivier
ont été le sujet de différentes recherches qui confirment I’effet antimicrobien des polyphénols.
Il a été établi que les polyphénols contenus dans I’olive, I’huile d’olive et feuilles d’olivier,
empéchent ou retardent le taux de croissance d’une gamme de bactéries (Bisignano et al.,
1999).
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Selon Cowan (1999), les polyphénols sont les principaux composes antimicrobiens
des plantes, possédants des modes d’action divers et des activités inhibitrices et létales visa-
vis d’un nombre important de microorganismes. Une étude de Nahal Bouderba et al.(2012 )
sur I’activité antibactérienne des feuilles d’olivier sauvage en Algérie, ils ont réalisé deux
extraits différentes (brute et aqueuse), ils ont trouvé des zones avec I’extrait brute contre
E.coli (15,3mm), K.pneumoniae (11,7mm), P.aerugenosa (13,3mm), S.aureus (9mm), alors
que I’extrait aqueuse les zones d’inhibitions sont de (6,67mm) avec E.coli, K.pneumoniae
(19,03mm), P.aerugenosa (25,01mm) S.aureus (9,88mm). Nos extraits ont montré des zones
d’inhibition moins importantes aux ceux de (Nahal Bouderba et al., 2012 ), sauf la souche S.
aureus, cette différence est logique vue que I’oléastre est une plante tres riche en polyphénols
par rapport au Olea europaea L. Dans autres études effectuées par (Pereira et al., 2007;
Sudjana et al., 2008; Djenane et al., 2012), ils ont déterminé que les feuilles d’olivier ont
possedé une forte activité antibactérienne contre S. aureus, ce qui confirment nos résultats.
Dans des études réalisés sur les feuilles de I’Olea europaea.L par (Altaf et al., 2014; Salem
et Ashok, 2012;Tassou et Nychas, 1994) , ils ont trouvé que les deux souches bactériennes
E.coli, et S. typhimurium sont résistantes avec tous les extraits des feuilles et fruits
de I’olivier. Ces resultats confirment la résistance des ces souches aux différentes
concentrations de nos extraits. Selon Bennis et Chami (2004), les polyphénols notamment les
tannins et les flavonoides comme [I’epigallocatéchine, la catéchine, la myricétine, la
quercitine, et lalutéoline, sont des substances antibactériennes importantes. Les polyphénols

sont en fait capables d’engendrer des degats irréversibles au niveau de la membrane.

Selon (Esmail et al. (2015) les bactéries a Gram- positif notamment S. aureus, ont
montré une sensibilité Iégerement supérieure aux extraits d’Olea europaea avec une zone
d’inhibition de (23 mm de diametre) par rapport aux bactéries a Gram-négatif telle que E.coli
(15mm), K.pneumoniae (22mm), Acinetobacter sp (20mm) et P.aeruginosa (19mm) de
diametre. Ces résultats confirment que nos extraits etaient efficaces contre la souche

S.aureus.

Nos résultats sont différent de ceux de (Nahal Bouderba et al., 2012; llias et al.,
2012; Salem et Ashok, 2012; Altaf et al., 2014 ) qui ont révelé le pouvoir antibactérienne le
plus important et efficace chez les bactéries a gram-négatif. La Raison de la sensibilité et la

résistance des bactéries est liée au nature de la membrane externe, les bactéries a Gram-
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négatif sont entourées avec une membrane externe qui se compose des phospholipides, des
protéines et des lipopolysaccharide (impermeabilité des solutions lipophiles), ce qui
constituent une barriére sélective de ces solutions (Nikaido et Vaara, 1985). Les bactéries a
Gram-positives devraient étre plus sensibles car ils présentent seulement une couche externe
peptidoglycane, qui ne constitue pas une barriere de perméabilité efficace (Scherrer et
Gerhardt, 1971), donc I’extrait a des proprietés hydrophiles et il peut pénétrer a l'intérieur
des cellules bactériennes. Il pourrait y avoir une autre possibilité c’est que I’extrait peut
réussit a inhiber la respiration microbienne et augmenter la perméabilité de la membrane
plasmatique, ce qui se traduit par la mort des cellules bactériennes apres un contact massif
avec I’extrait, il peut également se produire, en raison de la nature hydrophile de la paroi
cellulaire des bactéries (Knobloch et al., 1986). En ce qui concerne la sensibilité des souches
vis-a-vis I’antibiotique (Gentamicine) et le DMSO, les resultats rapportent les valeurs en mm
des zones d’inhibitions manifestées par I’antibiotique (Gentamicine) sur les différentes
souches étudiées. La souche de S.aureus se révele la plus sensible pour la Gentamicine, tandis
que la souche de S. typhimurium est plus sensible que les souches E.coli et K.pneumoniae.
Selon les résultats de (Khaleel Ibrahim et Mohammd Mahdi, 2014), [I’activité
antibactérienne de la Gentamicine sur les souches E.coli, P.aeruginosa, K. pneumoniae
S.aureus sont (12 mm, 14 mm, 13 mm, 16 mm) successivement, ces resultats sont inférieurs

nos résultats.
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V- Discussion générale

Les plantes réagissent dans leurs milieux de culture par un ensemble des modifications
morphologiques, anatomiques, physiologiques et biochimiques, ce qui permet le maintien de
la croissance, du développement et de la production (Li et al., 2003a ; Li et al.,2003b ; .
Denden et al., 2005). Ces réponses varient au sein des populations et des génotypes

provenant des régions climatiques différentes (Li et al ., 2003c) .

Le comportement morphologique et physiologique des plantes dans leurs milieux
dépend des conditions endogenes et exogénes (en particulier, le rythme de production des
nceuds, et des feuilles et leurs expansions, la croissance primaire (élongation des entre-nceuds)
et secondaire (épaississement des pousses) des pousses et I’extension du systéeme radiculaire
sont affectés par la disponibilité de I’eau et la température (Bongi et Palliotti ,1994 ;
Michelakis , 1995 ). Selon Masmoudi-Charfi et al. (2015) I’allongement des pousses et
feuilles est positivement corrélé aux quantités des pluies printanieres de I’année précédant,
alors que la longueur finale des rameaux est corrélée aux quantités de pluies recues durant

I’été ainsi qu’aux températures maximales et minimales.

Une différence entre tous les paramétres morphologiques de nos variétés, peut étre
expliquée par la différence génétique entre les cultivars, Fontanazza et Baldoni (1990, in
Halfaoui et Kana, 2002) ont signalé I’importance des fruits et noyaux pour I’identification

génetique.

La couleur du fruit de nos variétés se differe du vert au noir et Selon (Sarni-
Manchado et Cheynier,2006) une bonne correlation r=0.84 a été signalé entre le

brunissement de I’olive et la teneur en Oleuropeine.

Selon Sarni-Manchado et Cheynier (2006) les composés phénoliques ont été
impliqués depuis longtemps dans différents domaines de la physiologie de la plante et dans

les relations avec I’environnement physicochimique et biologique.

La nature et la stabilité des polyphénols sont liees au pH de la cellule. Vamos-Vigyazo
(1981) a montré que les polyphénols ont un optimum de pH généralement entre pH 4 et pH

7et le pH de nos feuilles et fruits et dans cette intervalle.
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Selon Guinard (2000), les métabolites secondaires sont des outils de coévolution
plantes-étre vivants , plus de 30000 structure ont été caractérisées. Ces structures ont des
relation avec les trois classes des métabolites primaire qui ont des aspect médicinales, le
screening phytochimique a montré la présence des flavonoides doué au activite
Antitumorale, anticarcinogene, anti-inflammatoire, antioxydante, antiallergique, anti-
ulcéreuse, antivirale, antimicrobienne, hypotenseur, diurétique , des acides Phénols qui ont
des activités antifongique, antioxydante, Antibactérienne, des tanins avec leur effets
stabilisant sur le collagéne, antioxydant, antidiarrhéique, antiseptique, effet vasoconstricteur,
les coumarines qui ont des activités anticoagulante, antioxydante, protectrice vasculaire et
antioedémateuse (Bruneton, 1999; Balasundram et al., 2006; Hennebelle, 2007; Li et al.,
2007 ; Habauzit et Horcajada, 2008; Bondia-Pons et al., 2009 ; Gresele et al., 2011).

L’identification quantitative et qualitative des extraits des quatre variétés ont montré
que I’Oleuropéine est le composé majoritaire des feuilles et fruits d’olivier. Briante et al.,
(2002 ) ont comparé les teneurs en Oleuropéine dans les fruits et feuilles d’olivier de
differente variéetés, ces travaux montrent que les feuilles sont plus riches en Oleuropéine que

les fruits, pour certaines variétés

Enormément de travaux ont étudié le role thérapeutique de I’Oleuropéine et de ses
mécanismes d’action. Des recherches scientifiques poussees ont prouvé que I’Oleuropéine
possede une activité antioxydante (Visioli et al., 1994 ; Coni et al., 2000 ; Benavente-
Garcia et al., 2000), antimicrobienne (Bisignano et al., 1999), anti-inflamatoire (Puel et al.,
2006), hypoglycémique (Al Azzawie et Alhamdani, 2006), hypotensive (Panizzi, 1960),
hypolipidimique (Andreadou et al., 2006), anti-mycoplasmal (Furneri et al., 2002),

imminomodumateur (Giamarellos-Bourboulis et al., 2006).
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Conclusion générale et perspectives

La culture de I'olivier a toujours fait partie intégrante de notre paysage
environnemental, depuis des milliers d’années, et si elle a pu résister jusqu’a nos jours, c’est
gréce a sa grande diversité, qui lui a permis d’échapper aux effets contraignants des facteurs

environnementaux et humains.

La présente étude a été entreprise pour valider les différences morphologiques
phénologiques, physiologique et biochimique de I’olivier (Olea europaea L.) des quatre
variétés Sigoise, Chemlel, Dathier et Rougette cultivées dans la station Maazouzi Lakhdar
(Mila).

La caractérisation morphologique sur la base des parameétres quantitatifs et qualitatifs
des feuilles, fruits et des noyaux de quatre variétés a montré une différence inter-variétale en
termes des longueurs, largeurs et des poids et qui a bien prouvé la richesse du patrimoine
oléicole de Mila et en particulier dans la station Maazouzi .

Les effets des conditions climatiques sur la morphologie et plus spécifique sur les
parameétres du fruit et du noyau apparaissent par la comparaison inter-cultivars. lls sont

hautement significatifs, ainsi qu’une grande variabilité du materiel végétal étudié.

La caractérisation morphologique des cultivars de I’olivier a montré la richesse de ce
patrimoine ainsi que I’existence d’une variété inconnue non encore enregistrés dans le
catalogue national des variétes, la variété Dathier. L’étude morphologique des feuilles et fruits
de I’olivier montre des différences entre les quatre variétés étudiees de point de vue

qualitatif.

La présente étude nous a permis d'expliquer certains aspects de phénophase dans
I'olivier. Il semble évident que la période de floraison des différentes varietés est liee aux
divers facteurs endogénes et exogenes, les facteurs endogénes sont ceux du comportement de
chaque variété aux donnés de culture, et I’exogénes sont liées aux conditions climatiques. Ce
comportement différentiel des quatre variétés semble indiquer une stratégie spécifique de

chaque variété qui établit un équilibre interne vis-a-vis du milieu environnant

Les résultats de la teneur en eau montrent une variation remarquable entre les quatre

variétés de I’olivier, les pulpes d’olive possedent une teneur trés élevée en eau. En comparant
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la teneur en eau des quatre variétés, on observe que la variété Chemlel présente une

dominance dans les valeurs moyennes de teneur en eau feuilles, pulpes et noyaux.

Pour les valeurs du pH, nous avons remarqué que les pH des feuilles sont plus
élevées que celles des fruits, dont les valeurs du pH des fruits varient entre 6,03 a 6.42, alors
que les valeurs du pH des feuilles varient entre 6,2 a 6,5, il ressort que les feuilles et fruits

d’olivier possedent un pH légérement acide.

Les résultats de I’étude chimique ont révélé existence d’une différence trés importante
entre les quatre variétés, dans la teneur en composant de métabolites primaire, la variéte la
plus riche en lipides été la Sigoise feuilles et fruits respectivement 14.65% et 90.5%MS,
également les feuilles de Rougette ont été les plus riche en sucre 46.70%MS et les fruits de
Chemlel 62.35% MS.

L analyse qualitative réalisé par un screening phytochimique a montré la présence de
plusieurs familles des composés naturelles, comme les flavonoides, les coumarines, les tanins,
les glycosides, les saponosides les triterpénes et stéroides, et les anthraquinones, par contre,

les tests de recherche de dérivés des alcaloides et des anthocyanes ont été négatifs.

Pour le dosage des phénols totaux la Rougette donne la teneur la plus élevée pour les
feuilles aussi pour les fruits (78,75ug EAG/mg MS) et (45,5ug EAG/mg MS) respectivement.
Les teneurs maximaux en flavonoides dans les feuilles et fruits sont enregistrés chez Rougette
respectivement (76,75ug EQ/mg MS) et (43,5ug EQ/mg MS). La teneur maximal en tanin
est enregistré chez la variété Dathier feuilles et fruits.

Les résultats des analyses quantitatives des composés identifies dans les extraits
hydrométhanolique des fruits d'olivier a permis d'identifier trois composés phénoliques

I’acide gallique ,oleuropéine et acide caféique, et un acide organique I’ acide fumarique .

Pour les feuilles , les analyses quantitatives ont permis d'identifier six composés
phénoliques (acide gallique ,oleuropéine , acide 4- hydroxybenzoique , acide caféique ,acide
éllagique et I’acide t-3 hidroxycinamique) et un acide organique I’acide fumarique, avec une

dominance d’ oleuropéine dans les deux organes (feuille et fruits) chez les quatre variétés.

Les extraits méthanolique des feuilles et fruits de quatre variétés de I’olivier Sigoise,
Rougette, Chemlel, et Dathier ont une activité antioxydante importante, et ils sont capables
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de piéger le radical DPPH In vitro, les valeurs de ECso sont extrémement diverses, dont cette
activité est plus importante chez les variétés Sigoise fruit, et Rougette feuilles.

L activité anticoagulante des extraits polyphénoliques des feuilles et des fruits d’olivier a
été évaluée in vitro en utilisant le test du temps de Quick (TQ). Les valeurs de temps de
coagulation montrent une activité anticoagulante surprenante sur la voie exogene de la

coagulation, dont cette activité est plus marquée chez la variété Chemlel.

Le pouvoir antibactérien des extraits a été réalisé par la méthode de diffusion des disques
sur cing souches bactériennes (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae et Salmonella typhimurium). Nous avons révélé que le
pouvoir antibactérienne le plus important et efficace est chez les bactéries a gram-négatif, un
bon pouvoir antibactérien contre S. aureus avec tous les variétés et les concentrations pour

les deux organes feuilles et fruits est signale.

En fin, nous pouvons dire que cette étude est I’une de tres peu travaux qui regroupent les
différents comportements biologiques, biochimiques et physiologiques des variétés dans son
environnements, Comme perspective a cette partie de these il serait intéressant de continuer
ces études sur les feuille, fruits, noyaux également les rameaux, tout en incluant différents
variables (tel que : le temps de collecte des organes d’olivier, I’a4ge des organes et des arbres,
I’age des, les conditions climatiques, I’origine géographique...). Cette étude plus approfondie

est indispensable pour une amélioration variétale

Pour les résultats des activités biologiques de la présente thése, concernant I’activité
antioxydante, antibactérienne et anticoagulante, ils sont encourageants. Cependant, ils restent
préliminaires et nécessitent d’encourager des études compléementaires et approfondies. Ainsi,

de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées :

» Des études in vivo seront souhaitables pour I’évaluation des activités anticoagulantes
et antiplaquettaires antioxydante et antibactériennes des extraits polyphénoliques des
feuilles et fruits d’olivier.

» Etudier d’autre activité biologique in vitro et in vivo.
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Annexe |

analyse de la variance

Tableau 1 AVI -Longueur feuilles des quatre variétés

ANOVA a 1 facteur

Somme des ddl Moyenne des F Signification
carrés carrés
Inter-groupes 413,849 333 1,243 ,970 ,594
Intra-groupes 188,396 147 1,282
Total 602,245 480
Tableau 2 AVI -Largeur feuilles des quatre variétés
ANOVA 3a 1 facteur
Varietés
Somme des ddl Moyenne des F Signification
carrés carrés
Inter-groupes 369,178 282 1,309 1,112 ,212
Intra-groupes 233,067 198 1,177
Total 602,245 480

Tableau 3 AVI —rapport long/larg feuilles des quatre variétés

ANOVA a 1 facteur

Varietés
Somme des ddl Moyenne des F Signification
carrés carrés
Inter-groupes 466,245 346 1,348 1,328 ,028
Intra-groupes 136,000 134 1,015
Total 602,245 480
Tableau 4 AVI -Longueur fruits des quatre variétés
ANOVA a 1 facteur
Varietés
Somme des ddl Moyenne des F Signification
carrés carrés
Inter-groupes 504,939 303 1,666 3,031 ,000
Intra-groupes 97,307 177 ,550
Total 602,245 480




Tableau 5 AVI —Largeur fruits des quatre variétés

ANOVA a 1 facteur

Varietés
Somme des ddl Moyenne des F Signification
carrés carrés
Inter-groupes 373,864 288 1,298 1,091 ,257
Intra-groupes 228,381 192 1,189
Total 602,245 480
Tableau 6 AVI —Rap long/larg fruits des quatre variété
ANOVA 3a 1 facteur
Varietés
Somme des ddl Moyenne des F Signification
carrés carrés
Inter-groupes 304,512 138 2,207 2,535 ,000
Intra-groupes 297,734 342 871
Total 602,245 480
Tableau 7 AVI -Longueur noyaux des quatre variétés
ANOVA 3a 1 facteur
Varietés
Somme des ddl Moyenne des F Signification
carrés carrés
Inter-groupes 513,151 300 1,711 3,456 ,000
Intra-groupes 89,095 180 ,495
Total 602,245 480
Tableau 8 AVI -Largeur noyaux des quatre variétés
ANOVA 3a 1 facteur
Varietés
Somme des ddl Moyenne des F Signification
carrés carrés
Inter-groupes 321,130 232 1,384 1,221 ,061
Intra-groupes 281,115 248 1,134
Total 602,245 480




Tableau 9 AVI —Rap Long/larg noyaux des quatre variétés

ANOVA a 1 facteur

Varietés
Somme des ddl Moyenne des F Signification
carrés carrés
Inter-groupes 467,273 264 1,770 2,833 ,000
Intra-groupes 134,972 216 ,625
Total 602,245 480
Tableau 1 0 AVI —pH des feuilles des quatre variétés
ANOVA a 1 facteur
var
Somme des ddi Moyenne des F Signification
carrés carrés
Inter-groupes 28,000 12 2,333 2,333 ,339
Intra-groupes 2,000 2 1,000
Total 30,000 14
Tableau 11 AVI —pH des fruits des quatre variétés
ANOVA 3a 1 facteur
var
Somme des carrés ddl Moyenne des F Signification
carrés
Inter-groupes 29,500 12 2,458 9,833 ,096
Intra-groupes ,500 2 ,250
Total 30,000 14




Tableau 12 AVI —teneur en H20 Bulbe des quatre variétés
ANOVA a 1 facteur
bulb
Somme des ddi Moyenne des F Signification
carrés carrés
Inter-groupes ,668 12 ,223 16,392 ,010
Intra-groupes ,054 2 ,014
Total 722 14
Tanleau 13 AVI —teneur en H20 noyaux des quatre variétés
ANOVA a 1 facteur
noya
Somme des ddi Moyenne des F Signification
carrés carrés
Inter-groupes ,156 12 ,052 51,861 ,001
Intra-groupes ,004 2 ,001
Total ,160 14
Tableau 14 AVI —teneur en H20 feuilles des quatre variétés
ANOVA a 1 facteur
feuille
Somme des carrés ddl Moyenne des F Signification
carrés
Inter-groupes ,178 12 ,059 30,881 ,003
Intra-groupes ,008 2 ,002
Total ,185 14




Tableau 15 AVI poids frais des feuilles des quatre variétés

fl

ANOVA a 1 facteur

Somme des carrés ddl Moyenne des F Signification
carrés
Inter-groupes 2188,178 4 547,045 991,195 ,000
Intra-groupes 107,621 195 ,552
Total 2295,799 199
Tableau 16 AVI poids frais des noyaux des quatre variétés
ANOVA a 1 facteur
PEN
Somme des carrés ddl Moyenne des F Signification
carrés
Inter-groupes 110,678 4 27,670 501,665 ,000
Intra-groupes 10,755 195 ,055
Total 121,433 199
Tableau 17 AVI poids frais des fruits des quatre variétés
ANOVA a 1 facteur
PFRF
Somme des carrés ddl Moyenne des F Signification
carrés
Inter-groupes 3849,078 4 962,270 1068,519 ,000
Intra-groupes 175,610 195 ,901
Total 4024,688 199




Tableau 18 AVI phénol totaux fruits des quatre variétés

ANOVA a 1 facteur

FTfruit
Somme des carrés ddl Moyenne des F Signification
carrés
Inter-groupes 1209,141 403,047 4299,167 ,000
Intra-groupes ,750 ,094
Total 1209,891 11
Tableau 19 AVI phénol totaux feuilles des quatre variétés
ANOVA a 1 facteur
FTfeuille
Somme des carrés ddl Moyenne des F Signification
carrés
Inter-groupes 4333,807 3 1444,602 1004,941 ,000
Intra-groupes 11,500 8 1,438
Total 4345,307 11
Tableau 20 AVI flavonoides totaux feuilles des quatre variétés
ANOVA a 1 facteur
FLAVFEU
Somme des carrés ddi Moyenne des F Signification
carrés
Inter-groupes 35,895 3 11,965 3626,204 ,000
Intra-groupes ,026 8 ,003
Total 35,922 11
Tableau 21 AVI flavonoides totaux fruits des quatre variétés
ANOVA a 1 facteur
FLAVERUI
Somme des carrés ddi Moyenne des F Signification
carrés
Inter-groupes 234,263 3 78,088 83554,780 ,000
Intra-groupes ,007 8 ,001
Total 234,271 11




Tableau 22 AVI tanin totaux feuilles des quatre variétés

ANOVA a 1 facteur

tanfeu
Somme des carrés ddl Moyenne des F Signification
carrés
Inter-groupes 2146,701 3 715,567 80837,518 ,000
Intra-groupes ,071 8 ,009
Total 2146,772 11
Tableau 23 AVI tanin totaux fruits des quatre variétés
ANOVA a 1 facteur
tanfrui
Somme des carrés ddl Moyenne des carrés F Signification
Inter-groupes 20534,971 3 6844,990 119991,289 ,000
Intra-groupes 456 8 ,057
Total 20535,427 11

Tableau 23 AVI activité antibactérienne contre S aureus la concentration

100% des fruits des quatre varietés

ANOVA a 1 facteur

aufr
Somme des carrés ddl Moyenne des F Signification
carrés
Inter-groupes 85,626 3 28,542 22,242 ,000
Intra-groupes 10,266 8 1,283
Total 95,892 11




Tableau 24 AVI activité antibactérienne contre S Tiphys la concentration

100% des fruits des quatre variétes

ANOVA a 1 facteur

tipyfr
Somme des carrés ddl Moyenne des F Signification
carrés
Inter-groupes 40,075 3 13,358 2044,658 ,000
Intra-groupes ,052 8 ,007
Total 40,128 11

Tableau 25 AVI activité antibactérienne contre E Coli

100% des fruits des quatre varietés

ANOVA a 1 facteur

la concentration

colifr
Somme des carrés ddl Moyenne des F Signification
carrés
Inter-groupes , 789 3 ,263 1,052 421
Intra-groupes 2,000 8 ,250
Total 2,789 11

Tableau 26 AVI activité antibactérienne contre k

des fruits des quatre variétés

ANOVA a 1 facteur

la concentration 100%

klibfr
Somme des carrés ddl Moyenne des F Signification
carrés
Inter-groupes 31,572 3 10,524 15,786 ,001
Intra-groupes 5,333 8 ,667
Total 36,905 11




Tableau 27 AVI activité anticoagulante des feuilles des quatre variétes

ANOVA a 1 facteur

AAGFE
Somme des ddl Moyenne des F Signification
carrés carrés
Inter-groupes 386,688 4 96,672 43,526 ,000
Intra-groupes 19,989 2,221
Total 406,677 13

Tableau 28 AVI activité anticoagulante des fruits des quatre variétés

ANOVA a 1 facteur

AAGFR
Somme des ddl Moyenne des F Signification
carrés carrés
Inter-groupes 175,275 43,819 39,955 ,000
Intra-groupes 9,870 1,097
Total 185,145 13




Annexé 2 les corrélations

Tableau 1 Corrélations entre les parametres morphologique

Varietés LONFL LARFL RFL LONFR LARFR RFR LONNO RNO LARNO
Corrélation de Pearson 1 137" 203" -,059 -,602" -,097 -,352" -,696" -,352" ,013
Varietés  Sig. (bilatérale) ,003 ,000 ,200 ,000 ,033 ,000 ,000 ,000 777
N 481 481 481 481 481 481 481 481 481 481
Corrélation de Pearson 1377 1 ,308” 166~ -1517 -126" ,042 -124" ,016 -,043
LONFL  Sig. (bilatérale) ,003 ,000 ,000 ,001 ,005 ,359 ,006 722 ;349
N 481 481 481 481 481 481 481 481 481 481
Corrélation de Pearson 203" ,308” 1 -, 795" -,168" 178" -,438" -,239" -,444" 237"
LARFL  Sig. (bilatérale) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
N 481 481 481 481 481 481 481 481 481 481
Corrélation de Pearson -,059 166~ -, 795" 1 -,014 -337" 498" ,084 494" -,346"
RFL Sig. (bilatérale) ,200 ,000 ,000 763 ,000 ,000 ,064 ,000 ,000
N 481 481 481 481 481 481 481 481 481 481
Corrélation de Pearson -,602" -1517 -,168" -,014 1 685" -,056 803" -,094" 506"
LONFR  Sig. (bilatérale) ,000 ,001 ,000 763 ,000 219 ,000 ,039 ,000
N 481 481 481 481 481 481 481 481 481 481
Corrélation de Pearson -,097" -126" 178" -,337" 685" 1 - 7417 465" -725" 922"
LARFR  Sig. (bilatérale) ,033 ,005 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
N 481 481 481 481 481 481 481 481 481 481
Corrélation de Pearson -,352" ,042 -,438" 498" -,056 - 7417 1 ,100° ,940” 7727
RFR Sig. (bilatérale) ,000 ,359 ,000 ,000 219 ,000 ,028 ,000 ,000
N 481 481 481 481 481 481 481 481 481 481
LONNO  Corrélation de Pearson -,696" -124” -,239" ,084 803" 465" ,100° 1 1577 3747




RNO

LARNO

Sig. (bilatérale)

N

Corrélation de Pearson
Sig. (bilatérale)

N

Corrélation de Pearson
Sig. (bilatérale)

N

,000
481
-,352"
,000
481
,013

77
481

,006
481
,016
722
481
-,043
,349
481

,000
481
- 444"
,000
481

Hk

,237
,000
481

,064
481
494"
,000
481

-,346"
,000
481

,000
481
-,094°
,039
481

3

,506
,000
481

,000
481
-725"
,000
481
922"
,000
481

,028
481
,940”
,000
481

-7727
,000
481

481
1577
,001
481

3

374
,000
481

,001
481

481
-,804"

,000
481

,000
481
-804
,000
481

481




Tableau 2 Corrélations entre les parametres morphologique et les conditions climatiques

Var/année longfeuille | largfeuille | rlonglargfl longfruit largfruit rlonglargfr longnoyaux largnoyaux | rlonglargnoyaux | pricipitation ensoleil temperature
1 117 -,549 675 -,453 -,897" 876" -,306 -,920” 885" -,832" 973" -,764"
Var/année
718 ,065 016 ,140 ,000 ,000 ,333 ,000 ,000 ,001 ,000 ,004
117 1 239 ,110 -,243 -,206 075 -,221 -,088 ,033 -,181 141 013
Longfeuille
718 455 734 447 521 817 ,490 785 919 574 662 967
-,549 ,239 1 -,916" -,237 212 571 -,332 ,299 -573 ,100 -,426 880"
Largfeuille
,065 ,455 ,000 457 ,509 ,053 ,292 ,345 ,051 757 167 ,000
675 ,110 -,916" 1 ,000 -,377 ,590 ,087 -,402 579" -,234 556 935"
rlonglargfl
,016 734 ,000 ,999 227 ,043 ,788 ,195 ,049 463 ,060 ,000
-,453 -,243 -,237 ,000 1 ,700° -,106 938" 545 -,109 553 -,492 114
longfruit
,140 447 457 ,999 011 743 ,000 ,067 736 ,062 ,104 724
-,897" -,206 212 -,377 ,700° 1 -,7637 513 953" -,762"” 903" -917" 475
largfruit
,000 521 ,509 227 011 ,004 ,088 ,000 ,004 ,000 ,000 118
876" ,075 571 ,590" -,106 -,763" 1 117 -,810" ,992" -,708" 839”7 -,680"
rlonglargfr
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Tableau 3 corrélation entre les molécules composants des fruits et activité antioxydante

var fum gali oleo café oxydante
Corrélation de Pearson 1 -,111 -,027 -,373 -, 763 ,811
var Sig. (bilatérale) ,889 973 627 237 ,189
N 4 4 4 4 4 4
Corrélation de Pearson -111 1 958" ,698 724 -,072
fum Sig. (bilatérale) ,889 ,042 ,302 276 ,928
N 4 4 4 4 4 4
Corrélation de Pearson -,027 958" 1 ,824 ,621 -,166
gali Sig. (bilatérale) ,973 ,042 ,176 379 ,834
N 4 4 4 4 4 4
Corrélation de Pearson -,373 ,698 ,824 1 ,668 -,672
oleo Sig. (bilatérale) 627 ,302 176 ,332 328
N 4 4 4 4 4 4
Corrélation de Pearson -, 763 724 ,621 ,668 1 -,569
café Sig. (bilatérale) ,237 ,276 ,379 ,332 431
N 4 4 4 4 4 4
Corrélation de Pearson ,811 -,072 -,166 -,672 -,569 1
oxydante Sig. (bilatérale) ,189 ,928 ,834 ,328 431
N 4 4 4 4 4 4

* La corrélation est significative au niveau 0.05 (bilatéral).




Tableau 4 corrélation entre les molécule composants des Feuille et activité antioxydante

Corrélations

hidroxycinamique | ELLOGIQUE FUMARIQUE GALIQUE OLEROPEINE CAFEIQUE hidroksibensoique [ antioxydante
Corrélation de Pearson 1 1,000” -,048 972 755 915 -,269 -,326
hidroxycinamique Sig. (bilatérale) ,000 ,952 ,028 ,245 ,085 , 731 674
N 4 4 4 4 4 4 4 4
Corrélation de Pearson 1,000” 1 -,048 972 755 915 -,269 -,326
ELLOGIQUE Sig. (bilatérale) ,000 ,952 ,028 ,245 ,085 ,731 ,674
N 4 4 4 4 4 4 4 4
Corrélation de Pearson -,048 -,048 1 -,219 -,645 -,361 ,948 -,062
FUMARIQUE Sig. (bilatérale) ,952 ,952 ,781 ,355 ,639 ,052 ,938
N 4 4 4 4 4 4 4 4
Corrélation de Pearson 972 972 -,219 1 878 984" -,387 -,152
GALIQUE Sig. (bilatérale) ,028 ,028 ,781 ,122 ,016 ,613 ,848
N 4 4 4 4 4 4 4 4
Corrélation de Pearson , 755 , 755 -,645 ,878 1 ,944 ,029 -, 719
OLEROPEINE Sig. (bilatérale) ,245 ,245 ,355 ,122 ,056 971 ,281
N 4 4 4 4 4 4 4 4
Corrélation de Pearson ,915 ,915 -,361 ,984* ,944 1 -,486 -,038
CAFEIQUE Sig. (bilatérale) ,085 ,085 ,639 ,016 ,056 ,514 ,962
N 4 4 4 4 4 4 4 4
Corrélation de Pearson -,269 -,269 ,948 -,387 -, 719 -,486 1 ,229
hidroksibensoique Sig. (bilatérale) , 731 , 731 ,052 ,613 ,281 ,514 771
N 4 4 4 4 4 4 4 4
Corrélation de Pearson -,326 -,326 -,062 -,152 ,029 -,038 ,229 1
antioxydante Sig. (bilatérale) 674 674 ,938 ,848 971 ,962 771
N 4 4 4 4 4 4 4 4




Annexe 3 Tableau 1 :

Températures moyens maxi et mini EB degré C° durant trois ans d’études

Lieu | Années Jan Fév Mar Avr Mai Jun Juil Aou sep Oct Nov Déc
2013Max 12.4 11 17.4 20.0 22.6 28.1 34.2 32.6 27.8 27.2 15 12.3
2013 Min |45 3 7.5 6.9 8.9 13.8 16.9 16.7 15.2 14.3 6.4 3.4

< 2014 Max | 13.7 16.2 13.3 20.7 24.4 30.2 334 34.4 32.5 26.5 18.2 12

= 2014 Min 4.0 4.5 4.6 9.2 11.6 16.3 18.5 20.5 19.4 15.6 12 4.9
2015 Max 121 10.2 15.5 21.3 26.3 22.4 36.3 34.5 29.2 23.5 17.1 15.1
2015 Min 2.5 2.2 5.1 8.1 12.4 14.8 19.1 19.1 15.1 14.6 8.6 53
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Abstract

In this study, we reported the determination of phenolic compounds in
olive leaves by reversed phase HPLC/DAD and the evaluation of their in vitro
activity against several microorganisms. These organisms might however, be
causal agents of human intestinal and respiratory tract infections. Extract of
the leaves of two varieties of Olea europaea L. (Chemlel and Dathier) was
investigated for antibacterial activity against four pathogenic bacteria.
Leaves extract was prepared using water and methanol (20/80) in a cold
extraction process. The tested bacteria were Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus .The
extracts were found to be effective against all isolates tests. Ethanolic extract
at a concentration of 100 % presented the highest potential of inhibiting variety
of Dathier against S.aureus .This is with an inhibition zone of 17.49 mm and
15.66 mm for the variety Chemlel against S.aureus. The high Oleuropein
content and the important antibacterial activities of olive leaves extract could
be useful sources for industrial extraction and pharmacological application.

Keywords: Antibacterial activity, Olea europaea, Oleuropein, HPLC

Introduction

Antibiotics are one of the most important weapons in fighting bacterial
infections. It has greatly benefited the human’s health since their introduction.
However, over the past few decades, these health benefits are under threat as
many commonly used antibiotics have become less and less effective against
certain illnesses. This is not only because many of them produce toxic
reactions, but also due to emergence of drug-resistant bacteria. It is essential
to investigate newer drugs with lesser resistance. Traditional medicine has
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remained the most affordable and easily accessible source of treatment in the
primary health care system of poor communities (Hosseinzadeh et al., 2015).

Subsequently, the antimicrobial activity of a plant is highly related to
secondary substances that are synthesized and produced by these plants.
Secondary metabolites are substances of low molecular weight, which were
not the products of the primary metabolic pathway of the producing organism.
However, it was first thought to be of no advantage to the plant. Nowadays, it
has been believed that they have vital functions (Kant et al., 2010).

Olea europaea preparations have been used widely in folk medicine in
Mediterranean area. Olive leaf is one of the potent source of plant polyphenols
having antioxidant, antimicrobial, and antiviral properties due to its rich
phenolic content (Aytul, 2010).

The large number of phenolic compounds present in olive leaves
aroused the interest of researchers around the world. Also, the studies with
animals and humans have reported beneficial health effects such as the
capacity of antioxidant, anti-hypertensive, hipo-glicemiant, hypocholesterol,
anti-inflammatory, and as co adjuvant in the treatment of obesity (Esmaeili-
Mabhani et al., 2010).

The objectives of this work entail the determination of Oleuropein in
the leaves of Chemlel and Dathier. Also, it aims to test the extract of Olea
europaea for antibacterial activity .

Materials and Methods
Plant Material
Olea europaea leaves specimens are collected every autumn between
October and November. The leaves we used in this experiment were collected
in November 2014 from the region of Mila in the North East of Algeria.
However, it was collected exactly from Maazouzi Lekhder station. The leaves
were dried for twenty days at the ambient laboratory temperature (20-30°C).
They were milled to a fine powder in an electrical mill and stored in
the dark at laboratory temperature in closed containers until required.

Preparation of Olea europaea Leaves Extract

The resulting powder is kept away from air, moisture, and light in
tightly closed glass vials. To extract the polyphenols total, we took 5 g of each
powder of olive tree leaves and macerate in100 ml methanol for five days.
After stirring, the recovered filtrate was dried in a rotary evaporator for 20
minutes at 60° C.

However, the polyphenols are then rest orated with 10ml of methanol
(Arab et al., 2013).
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Determination of Total Polyphenol Content

A diluted sample extract (2 ml) or phenolic standard was mixed with
the Folin Denis reagent (2.5 ml) and aqueous sodium carbonate 20% (5 ml),
in a 50 ml-volumetric flask. After 45 min, the volume constitutes water. Also,
the total phenolic content was determined calorimetrically at 760 nm. The total
phenolic content was expressed as mg of Gallic acid equivalents (GAE) per
gram of dry weight (mg GAE/g) through the calibration curve of Gallic acid
(R2 =0.99). The sample was analyzed in three replications (Singelton et al.,
1999).

Determination of Total Flavonoids

The total flavonoids content of the leaf extract was determined
according to the colorimetric assay developed by Zhishen et al. (1999).The
total flavonoids content was calculated from the standard curve of Quercetin
(10 - 250 mg. L) plotted by using the same procedure. Hence, total
flavonoids were expressed as mg Quercetin equivalents per gram of dried
leaves.

HPLC Analysis of Olive Leaves Extracts

The HPLC analysis given in the literature was used for the
identification and quantification of polyphenol compound (Savournin et al.,
2001).

Consequently, HPLC analysis was performed on a SHIMADZU
apparatus, manual injection valve, and UV detector model SPD20A. This was
done using a column of 250 x 4.60 mm with per column, packing: Thermo
Scientific ODS HYPERSIL C18. Furthermore data acquisition and
quantitation were performed with SHIMADZU. The mobile phase was 92%
distilled water acidified (pH=3) with 0.10 M orthophosphoric acid (v/v, 1000
: 2.30) and 21% acetonitrile (Carlo Erba, HPLC grade) acidified with 0.10 M
orthophosphoric acid (v/v, 1000 : 2.30). The flow rate was 1 ml/min, and the
injection volume was 20 pul. Routine quantitation of Oleuropein was assessed
at 280 nm and run time was 8 min.

Determination of Antibacterial Activity of the Leaves Extract

All the bacteria tested (E.coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus) were grown on Mueller Hinton Agar. The
antibacterial activity of the extract was measured by diffusion test on Muelle—
Hinton agar. However, this was previously inoculated with 1 ml of bacterial
suspension reactivated by culture during 18 h with microbial charge of (106
CFU/MI). Sterilized paper discs (6 mm) were impregnated with 20 pl of
different concentrations of extract (100%, 50%, 25%) prepared in DMSO, and
placed into nutrient agar. The plates were incubated at 4 °C for 2 h to allow
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the diffusion of the active compounds in the medium. Negative controls were
prepared using the same solvent employed to dissolve the plant extract.
However gentamicin discs (10 pg, Oxoid, UK) had positive controls.

Plates incubation was performed at 37 °C for 24 h. Inhibition zones in
mm (without disc paper diameter) around discs were measured. The
antibacterial activity was expressed by the diameter of the inhibition zones
produced by the extract against microorganisms which was tested (Tagg &
Mcgiven, 1971; Bouderba et al., 2012).

Result and Discussion

The evaluation of yields of extracts reveals the following order,
Dathier, higher than Chemlal .This difference was probably related to genetic
feature of each variety since their growth is in the same climatic and
geographical conditions. In addition the extraction was carried out with the
same solvent. The total phenol (TP) and flavonoid (TF) content of olive leaves

obtained from two varieties are shown in Table 1 below.
Table 1. Yield of extraction, total phenols, and total flavonoides in olive leaves extracts.

Varieties Extraction Total phénols Total flavonoides
yields(%) (TP) (mgGAE/q) (TF) (mgCE/qg)

Dathier 33 49.6 71.8

Chemlel 34.40 84.4 85.3

Table 1 reveals the extraction yields, total phenols, and total
flavonoids. The total phenolic and total flavonoid contents of the leaves of two
varieties Dathier (49.6mg GAE/g and 71.8 mg QE/g) and Chemlel (84.4mg
GAE/g and 85.3 mg QE/qg) respectively were significantly higher than the
values obtained by Abaza et al. (2011). Furthermore, it is inferior than the
values obtained by Ben saleh et al. (2012). Phenolic compounds are important
leaves constituents because they exhibit antibacterial activity (Michele
Hansen et al., 2002)

HPLC Analysis of the Olive Leaves Extracts

Analysis of the olive leaf extract by HPLC illustrated a complex
mixture of phenolic compounds in the two varieties, Chemle and Dathier
(Figure 1).
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Figure 1. HPLC phenolic profile of olive leaf extract. (A Dathier, B Chemlel)

Subsequently if we compare our extract with the reference of
Oleuropein Standard, we will find that this molecule appear in the run time of
8 minute (Figure 2).
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Figure2. HPLC Chromatogram of Oleuropein Standard.

To calculate the Oleuropein amount in the olive leaves extracts, a
seven -point calibration curve (R2 = 0.99) was constructed using the standard
solutions (Tyrosol) with increasing concentrations (Figure 3).

Oleuropein
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Figure 3. Calibration curve (R? = 0.99) of Oleuropein

The olive leaves contain higher amount of polyphenols than olive oil.
For example, the amount of Oleuropein, which is the most abundant phenolic
compound, ranges from 0.005% and 0.12% in olive oil. On the other hand, in
olive leaves, it ranges between 1 and 14% (Japon-Lujan et al., 2006). In our
study, Oleuropein was present in high amount in extracts from two varieties
(Table 2).

347



Table 2. Quantification of the phenolic compounds in olive leaves extract

Molecule Run time Quantity mg /g
min
Chemlel Oleuropein 7.61 0.703
Dathier Oleuropein 7,504 0.891

The reference data of Oleuropein content in olive leaves were obtained
by the classical technique of HPLC (Savournin et al., 2001; Bouaziz &
Sayadi, 2005). The Oleuropein was eluted at tR =8 min T (Figure 2). However
it was found to be the major phenolic compound (Japon-Lujan et al., 2006;
Mourtzinos et al., 2007; Altiok et al., 2008). Comparing our results with
those of other studies, the concentration of Oleuropein in our station were
similar to those recorded in Syrian varieties and Iranian varieties as indicated
by Tayoub et al. (2012). The Oleuropein concentration in leaves of Syrian
olive is between 4.3-8.2mg/g, while Iranian olive leaves is between6.1-13-
mg/g. (Afaneh et al., 2015) in their study, mentioned that the amount of
Oleuropein in the leaves is 15.6 £ 0.16 mg/g Nashwa et al. (2014) found a
quantity of 540mg/kg, while Ben Salah et al. (2012) found that it is between
30-52 mg/kg.

Antibacterial Activity

The diameter of hibition zone of the methanolic extract of olive leaves
(Chemlal, Dathier), and two negative and positive controls with four bacterial
strains (E. coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, and
Staphylococcus aureus).Were indicated in Table 3 and figure 4.

Xl
&>

Figure 4. Zone of inhibition of olive leaves extracts against Staphylococcus aureus
Some researchers have sought the total polyphenols content of the

olive showing that olive leaves are rich in bioactive phenolic compounds in
comparison with olive oil and fruit (Caponio et al., 2001).
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Several studies have shown the biological effects of a wild olive tree
that shows its medicinal values. Bouderba et al. (2012) investigated the
antibacterial activity of wild olive leaves in Algeria. However, they performed
two different extracts (crude and aqueous) and results in response to the E. coli
crude extract (15,3 mm), K .pneumonia (11,7mm), P.aerugenosa (13,3mm),
and S.aureus (9mm ). Furthermore, the aqueous extract of the zone of
inhibition is ( 6,67mm ) with E.coli, K .pneumonia (19,03mm), P.aerugenosa

(25,01mm), and S.aureus (9,88mm).
Table 3. Zone of inhibition (mm) of olive leaves extracts against four bacterials strains

[4+] ~ 8 : g
s ©
S |5. | 3% 53 40
= S5 b g g = 33
g 20 25 2 =5
a |3 ¥ £ 35 5 °
L o E\’.’ © S
wn
100% 6.12 7.75 6.87 15.66
Chemlel
50% - 7.75 7 13.69
25% - 6.62 6.37 12.68
100% 6.75 7.75 6.5 17.49
Dathier
50% 6.12 10.75 8 12.23
25% - 11.62 6.62 8.93
Gentamycine 16.47 16.30 20.60 21.28

Consequently, our extracts have shown an inhibition zone to be less
than (Bouderba et al., 2012). This difference is a logical view that the oleaster
is a plant rich in polyphenols compared to Olea europeae. Based on the results
of Aouidi, 2012, the antimicrobial effect of olive leaves is due to its phenolic
composition. Also, it has been reported by Lee and Lee (2010). That these
researchers also found that a mixture of phenolic compounds of olive leaves
has greater antimicrobial activity than those phenolic compounds that were
tested individually. They thus demonstrate the presence of antimicrobial effect
of phenolic compounds from olive leaves. Djenane et al. (2012) mentioned
that Oleuropein from olive leaves has a very strong vis-a-vis activity of
Staphylococcus aureus (inhibition diameter = 30.18 mm).

Conclusion
This work has vividly shown that both methanolic extracts of the Olea

europaea of two varieties (Chemlel and Dathier) have antibacterial property
against the four potential pathogens. Phenolic compounds are important leaves
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constituents because they exhibit antibacterial activity in leaves of Olea
europaea, Oleuropein was found to be the major phenolic compound

Olive leaves can be included in the list of herbal medicines due to their

high antimicrobial potential and lesser side effects. Hence, this extract and
their components can be recommended for therapeutic purposes. Also, it can
be used as an alternative source of medicine.
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Abstract

The objective of this study is the evaluation of the anticoagulant
activity of polyphenols obtained from extracts of the leaves, and fruits of
olive (Olea europaea L.) of four varieties cultivated in the station Maazouzi
Lakhdar (Mila, Algeria). The anticoagulant activity of the polyphenolic
extracts, of the leaves and fruits of olive have been evaluated in vitro, using
the test of Quick time (QT). The values of clotting time a showed a
surprising anticoagulant activity on the exogenous pathway of coagulation,
significant in the case of leaves and fruits of the Chemlel variety.

Keywords: Olea europaea L., polyphenols, anticoagulant activity

Introduction

The olive tree (Olea europaea L.), is one of the major trees that is
used since antiquity as an aromatic and medicinal plant and considered as a
reservoir of natural compounds of high therapeutic value.

Several epidemiological studies have shown the relationship between
the consumption of olive and olive oil, and the low incidence of
cardiovascular diseases. In reality, the olive through its products, table olives
and olive oil, has a more preventive use than a one because it represents a
large part of the Mediterranean diet. The components/parts used in
traditional medicine are the leaves and fruits (Bruneton, 1999).

In herbal medicine, the effect of many medicinal plants is assigned in
whole or in part to the phenolic compounds of these plants. These substances
have a wide range of biological in vitro activities, which make them
beneficial to human health such as the antithrombotic effect, antiplatelet
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agent, anti-inflammatory, vasodilator and hypotensive effects therefore
(Boskou, 2009).

In addition, the cardiovascular diseases are the first cause of mortality
in the world, with a number of deaths which will rise from 17.1 million in
2004 to 23.4 million in 2030 (WHO, 2008).

On the other hand, the lack of essential drugs, the lack of health care,
the high cost of drugs and the search for drugs with a minimum of secondary
effects explain the recourse to traditional practices based on medicinal
plants. It is for that several studies are focused on the search for natural
anticoagulants to treat these vascular pathologies.

In this context this study was inscribed aiming-to evaluate in vitro the
anticoagulant activity of the polyphenolic extracts of the leaves and fruits of
a few varieties of olive Olea europaea L.

Plant material

The plant material used in our study is constituted of the leaves and
fruits of four varieties of olive (Olea europea L.) : Chemlel, Sigoise,
Rougette and Dathier. They were collected from Mila (station Maazouzi
Lakhdar) during the month of October 2015.

Methods

We took forty leaves and fruits in a random manner for each variety.
The fruits have been stoned, and then each material for extract (leaves and
fruits) is placed in the oven at 40°C for 5 days to dry.

The dehydrated samples were triturated to obtain homogeneous
samples of olive pulp pate and samples of a fine leaves powder. These last
are stored in boxes, in glass, away from light and humidity, until the use for
extract preparation.

Extraction of polyphenols

Having the objective to make an extraction of phenolic compounds,
five grams of crushed olive leaves and fruits were added to a mixture of
methanol and water (100 ml, 70: 30 (v / v)). The mixture was allowed to
stand for 7 days at room temperature in the dark. Then, it was filtered using a
0.45 um filter (Abaza et al., 2007).

After filtration, the filtrate was evaporated using a rotavapor at a
temperature of 60°C for a total elimination of methanol. When the solution
becomes completely dry, it was retrieved with 100 ml of a mixture of
methanol and water (70:30 (v/v)) then placed in a refrigerator.
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Anticoagulant activity

The anticoagulant activity of the polyphenolic extracts of the leaves
and fruits of olive was evaluated in vitro by the exogenous pathway of the
coagulation on a normal plasma using a global test chronometric; the Quick
time (QT).

The blood is obtained from a young adult as voluntary healthy non
treaty, whose QT is normal, by venipuncture in sodium citrate 3.2% tube
(9:1 v/v, blood: anticoagulant). The blood is then centrifuged for 5 minutes at
2500 rpm to obtain platelet poor plasma.

Quick time

The prothrombin time (PT), was developed by Armand Quick in
1935 for investigating patients with liver disease (Quick, 1935). PT
measures the time to form the initial clot after tissue thromboplastin is added
to the recalcified, citrated blood specimen, and is an expression of the
extrinsic pathway. The PT is responsive to congenital or acquired
deficiencies of factors VII, X, V, and II and fibrinogen (Wiesner, 2003).

An elongated time of coagulation compared to that of witness
explained that the sample exercises an anticoagulant effect in this pathway of
coagulation. The effect of olive polyphenols on the exogenous pathway of
coagulation has been evaluated according to the protocol described by
Athukorala and his collaborators, with some changes (Athukorala et al.,
2007).

On the one hand, we put 100ul of plasma already obtained in a
witness tube which is then incubated for 2 minutes at 37°C. On the other
hand, 50 pl of the polyphenolic extracts diluted with distilled water to 50%
(1:1 (v/v)) was added to 100ul of plasma in each of the analyze tubes, then
incubated at 37°C during an optimal time of 15 minutes. After the
incubation, thromboplastine (200ul) pre-incubated at 37°C for 15 minutes
was added and clotting time was recorded. The results are expressed by the
clotting time in second (s).

The same operation was repeated three times in the same conditions
for each variety.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed by the SPSS 21 software. The
results are expressed using means +s tandard deviations (SDs). Parameters
were compared between groups using analysis of variance (ANOVA) and the
values of p<0.05 was considered statistically significant.

92



Results and Discussion

In the purpose of seeking an extension at the clotting time of which is
defined by an anticoagulant activity of olive extracts, this test is performed
according to the method of Athukorala et al, (2007). This classic test
commonly known under the name of Prothrombin time (PT) explores the
extrinsic pathway of blood coagulation where the tissue factor
(thromboplastine) is the trigger of this pathway (Tripodi, 2009).

Table I: The results obtained for the anticoagulant activity (s).

Sigoise Chemlel Rougette Dathier
Leaves 27,80 = 1,24* 33,51 £2,04* 22,61 + 1,30° 20,88 + 1,24°
Fruits 23,49 +£0,53* 32,13+1,13° 22,05 +0,13* 24,90 + 1,54°

a: The average of the results achieved on 3 attempts +SD.
““Highly significant difference.

The analysis of these results reveals the existence of a large
variability between the QT values of leaves and fruits of four varieties of
olive. This is confirmed by the analysis of variance (ANOVA); it emerges a
highly significant difference in the QT in the presence of the polyphenolic
extracts of the leaves and fruits (p<0.001).

40,00

35,00 T

30,00

25,00 W Witness

20,00 Oleaves

Quick time {s}

15,00 HE Fruits

10,00 4

5,00

0,00 -
Sigoise  Chemlel FRougette Dathier

Figure n°01: The effect of the polyphenolic extracts of the leaves and fruits on the QT.
In a general way, it can be noted clearly that all the polyphenolic

extracts studied exercise an anticoagulant activity. But the results show a
remarkable variation of the values of this activity compared to the witness.
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In the presence of polyphenolic extracts of the leaves, we note that
there is a prolongation of QT in the order of 21,01s, 15,30s, 10,11s and 8,38s
in comparison to the witness (12.5 s) noted respectively among the Chemlel,
Sigoise, Rougette and Dathier varieties.

In addition, in the presence of polyphenolic extracts of the fruits, it is
observed that the highest prolongations of QT are among the variety Chemlel
(19, 63 s) followed by the variety Dathier (12.40 s). Then come the Sigoise
and Rougette varieties by prolongations of the order of 10, 99 s and 9.55 s,
respectively.

By comparing the QT of the leaves and fruits extracts, we note that
the anticoagulant effect of the leaves is relatively high compared to the fruits.

A similar study conducted by Manallah (2013) who has worked on
the polyphenolic extracts of the fruits of two varieties of olive (Khenfas and
Bouchouk) has been obtained from the results of QT slightly higher
compared to our results (34.6s and 40.1s, respectively).

These differences between the results can be explained by the
variability between the varieties examined, the reagent used, and the method
of polyphenol extraction which may also be responsible for these
differences.

In addition, recent studies by Lemaoui (2011) concerning the
evaluation of the anticoagulant in vitro activity of the essential oils of Nigella
sativa L. seeds have shown that these oils rich in polyphenols may cause a
prolongation at the level of the clotting time.

Conclusion

The present work is within the framework of in vitro evaluation of
the anticoagulant activity of polyphenols extracted from leaves and fruits of
four varieties of olive (Olea europaea L.).

The anticoagulant activity of the polyphenolic extracts was evaluated
in vitro using the Test QT who says that the polyphenols exert a great
anticoagulant activity on the exogenous pathway of the coagulation with a
difference very highly significant between the four varieties studied. In
effect, we have noticed that the polyphenolic extracts of the leaves and fruits
of the variety Chemlel present a very interesting anticoagulant capacity with
a time of QT prolongation of 21,01s and 19,63s in the presence of
polyphenolic extracts of the leaves and fruits, respectively.

In the light of these results, it is apparent that the polyphenolic
extracts of the leaves and fruits of olive can be used for the prevention of
thrombosis, and as natural anticoagulants in food industries, cosmetics and
pharmaceuticals.
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Résumé

La presente étude porte principalement sur le comportement biologique, physiologique et
biochimique de I’olivier cultive, Olea europaea L., représenté par quatre varietés: Sigoise,
Rougette, Chemlel et Dathier échantillonnés a la station Maazouzi Lakhdar, Mila.

Les caracterisations morphologiques (quantitatives et qualitatives), relatifs aux feuilles,
fruits et noyaux, décrits dans les descripteurs du Conseil Oléicole Internationale (COI, 2003), ont
révelé des différences entre les variétés. L’ensemble des caractéres morphologiques évalués
durant les trois ans d’études (2013-2014-2015) ont révelé une différence significative entre les
variétés étudiés, confirmer par des coefficients de variations varient de 2.81% a 39.14%. Des
corrélations positif entre la moyenne de précipitation, la duré d’insolations et les caracteres
morphologiques varient de r=0.839 a 0.946, et négative pour largeur des fruits et noyaux avec la
température.

Les résultats de I’analyse des données de la caractérisation biochimiques ont permis de
constater une grande différence entre les variétés. La teneur en lipide la plus importante a été
enregistrée chez Sigoise feuille et fruit , la Rougette a donné le meilleur teneur en sucres au
niveau des feuilles, ainsi que chez Chemlel fruits. L’analyse qualitative réalisée par un screening
phytochimique a permis de mettre en évidence la présence de plusieurs familles de composés
naturelles dans les deux organes. La Rougette été la variété dominante concernant la teneur en
phénols et flavonoides totaux feuilles et fruits, et Dathier pour les tanins. L’analyses
quantitatives des composés phénoliques identifies dans les extraits hydrométhanolique par HPLC
a permis d'identifier quatre composés : acide fumarique , acide gallique ,oleuropéine et acide
caféique, sept composés dans les feuilles : acide fumarique , acide gallique ,oleuropéine ,4-
hydroxybenzoique acide , acide caféique ,acide éllagique et I’acide t-3 hidroxycinamique, avec
une dominance important de Oleuropeine .

L’évaluation du potentiel biologiques des extrais des feuilles et fruits, a révélé une activité
anticoagulante importante chez Chemlel pour les deux organes et un pouvoir antioxydant
intéressant chez Rougette feuilles et Sigoise fruits .Tous les extraits présentent un pouvoir
antibactérien important, les extraits des feuille de Rougette ont donné une meilleur zone
d’inhibition contre S. aureus.

Mots clés: Olea europaea L., morphologie, physiologie, HPLC , Oleuropéine, activité

biologique , antioxydante , anti coagulantes, antibactériennes.
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Abstract

The present study focuses on the biological, physiological and biochemical behavior of the
cultivated olive tree, Olea europaea L., represented by four varieties sampled at the Maazouzi
Lakhdar station, Mila: Sigoise, Rougette, Chemlel and Dathier. The morphological
characterizations (quantitative and qualitative), relating to the leaves, fruits and cores, described
in the descriptors of the International Olive Council (I0C, 2003), revealed differences between
the varieties. The set of morphological traits assessed during the three years of study (2013-2014-
2015) revealed a significant difference between the varieties studied confirmed by coefficients of
variation ranging from 2.81% to 39.14%. Positive correlations between mean precipitation,
duration of insolations and morphological characters ranged from r = 0.839 to 0.946, and

negative for fruit width and nuclei with temperature.

The results of the analysis of the biochemical characterization data revealed a great
difference between the varieties. The most important lipid content was recorded in Sigoise leaf
and fruit, Rougette gave the best sugar content in the leaves, as well as in Chemlel fruits. The
qualitative analysis performed by phytochemical screening revealed the presence of several
families of natural compounds in both organs. Rougette has been the dominant variety for total
leaf and fruit phenol and flavonoid content, and Dathier for tannins. Quantitative analyzes of the
phenolic compounds identified in the hydromethanol extracts by HPLC identified four
compounds: fumaric acid, gallic acid, oleuropein and caffeic acid, seven compounds in the
leaves: fumaric acid, gallic acid, oleuropein, 4-hydroxybenzoic acid acid, caffeic acid, ellagic

acid and t-3 hydroxyroamic acid, with a significant dominance of Oleuropein.

The evaluation of the biological potential of leaf and fruit extracts, revealed a significant
anticoagulant activity in Chemlel for both organs and an antioxidant power of interest in
Rougette leaves and Sigois fruits. All extracts have an important antibacterial power, extracts of
leaf at Rougette gave a better zone of inhibition against S. aureus.
Key words: Olea europaea L., morphology, physiology, HPLC, Oleuropein, biological activity,

antioxidant, anticoagulant, antibacterial.
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Résumé

La présente étude porte principalement sur le comportement biologique, physiologique et biochimique de
I’olivier cultivé, Olea europaea L., représenté par quatre variétés: Sigoise, Rougette, Chemlel et Dathier
échantillonnés & la station Maazouzi Lakhdar, Mila.

Les caractérisations morphologiques (quantitatives et qualitatives), relatifs aux feuilles, fruits et noyaux,
décrits dans les descripteurs du Conseil Oléicole Internationale (COI, 2003) ont révélé des différences entre les
variétés. L’ensemble des caractéres morphologiques évalués durant les trois ans d’études (2013-2014-2015) ont révélé
une différence significative entre les variétés étudiés, confirmer par des coefficients de variations varient de 2.81% a
39.14%. Des corrélations positif entre la moyenne de précipitation, la duré d’insolations et les caracteres
morphologiques varient de r=0.839 a 0.946, et négative pour largeur des fruits et noyaux avec la température.

Les résultats de I’analyse des données de la caractérisation biochimiques ont permis de constater une grande
différence entre les variétés. La teneur en lipide la plus importante a été enregistrée chez Sigoise feuilles et fruits, la
Rougette a donné le meilleur teneur en sucres au niveau des feuilles, ainsi que chez Chemlel fruits. L’analyse
qualitative réalisée par un screening phytochimique a permis de mettre en évidence la présence de plusieurs familles
de composés naturelles dans les deux organes. La Rougette été la variété dominante concernant la teneur en phénols
et flavonoides totaux feuilles et fruits, et Dathier pour les tanins. L’analyses quantitatives des composés phénoliques
identifiés dans les extraits hydrométhanolique par HPLC a permis d'identifier quatre composés : acide fumarique ,
acide gallique ,oleuropéine et acide caféique, sept composés dans les feuilles : acide fumarique , acide gallique
,0leuropéine ,4- hydroxybenzoique acide , acide caféique ,acide éllagique et I’acide t-3 hidroxycinamique, avec une
dominance important de Oleuropeine .

L’évaluation du potentiel biologiques des extrais des feuilles et fruits, a révélé une activité anticoagulante
importante chez Chemlel pour les deux organes et un pouvoir antioxydant intéressant chez Rougette feuilles et Sigoise
fruits .Tous les extraits présentent un pouvoir antibactérien important, les extraits des feuilles de Rougette ont donné
une meilleure zone d’inhibition contre S. aureus.

Mots clés: Olea europaea L., morphologie, physiologie, HPLC, Oleuropéine, activité biologique,
antioxydante, anticoagulante, antibactérienne.
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