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L’olivier est considéré comme une plante aromatique et médicinale, réservoir de composé
naturels aux effets bénéfiques. Certains composés identifiés dans les extraits de feuilles, tels que
les composés phénoliques présentent des activités biologiques importantes (Ozcan Matthaus et
al., 2017).

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 (DJENANE et al., 2012). Par ailleurs,
les feuilles d’olivier sont connues par leurs vertus bénéfiques pour la santé humaine, due a leurs
richesses en composés phénoliques, notamment 1’oleuropéine (Ozcan Matthéus et al., 2017). Ces
composés possedent entre autres un large éventail d’activités biologiques : antioxydante
(DEKANSKI et al., 2011), antivirale (MICOL et al., 2005), antimicrobienne (LEE et LEE, 2010 ;
SUSALIT et al., 2011) qui les rendent trés importants pour les domaines de la santé publigue et
I’industrie agroalimentaire.

SUDJANA et al. (2009) ont démontré que les polyphénols sont les principaux composés
antimicrobiens des plantes, ayant des modes d’action divers et des activités inhibitrices et 1étales

vis-a-vis de nombreux microorganismes.

Les feuilles d’olive sont généralement brilées ou broyées avec le reste des produits
d’¢élagage d’oliviers, c’est-a-dire des branches (Romero-Garcia Nifio et al., 2014) et sont ensuite
jetées directement comme sous-produits, causant potentiellement des dommages

environnementaux et gaspillant une ressource (Xie Huang et al., 2015).

Par conséquent, la valorisation de ce sous-produit est nécessaire puisque, dans de nombreux
cas, les sous-produits gaspillés peuvent produire un contenu similaire, voire plus éleve, de
composés bioactifs que le produit final (Ayala-Zavala Vega-Vega et al., 2011). Par conséquent,
ces composes bioactifs peuvent étre utilisés comme une source importante pour produire des
nutraceutiques ou étre inclus dans les aliments fonctionnels gréace a leurs avantages potentiels pour

la santé.

Des extraits de feuilles d’olive ont été récemment commercialisés comme produits
dietétiques. Des produits commerciaux sous forme de tisanes ou de compléments alimentaires sont
disponibles dans le monde entier, sous forme de feuilles séchées complétes, de poudre, d’extraits

ou de comprimés (Tsimidou et Papoti, 2010).



Introduction générale

Dans ce contexte général, I’objectif de notre travail est de montrer ’effet des extraits des
feuilles d’olivier sur les bactéries pathogeénes en réalisant une synthése bibliographique.

Pour ce faire, notre mémoire est composé de trois chapitres, le premier chapitre présente
I’olivier, le deuxiéme traite les composés phénoliques des feuilles d’olivier et le troisieme chapitre

se focalise principalement sur I’effet d’extrait des feuilles d’olivier sur les bactéries pathogéne.
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Chapitre 1 Généralités sur Polivier

1. L’olivier

Olive (Olea europaea L.) est la principale espéce cultivée appartenant a la famille
monophylétique d’oléaceae, qui contient 30 genres et 600 especes (Figurel). Les régions tempérées
et tropicales de Malaisie et d’Asie sont les meilleures zones de croissance des olives. Le nom de
genre Olea vient du mot grec « élasia », mais il est connu par 80 noms différents. Le genre Olea
contient environ 30 a 35 especes et est distribué en Asie, en Afrique, en Europe et en Océanie. O.

europaea L. est la seule espéce comestible du genre Olea.

Le bassin méditerranéen est une région traditionnelle pour la culture de I’olivier, contenant
95% du total des vergers d’oliviers présents dans le monde. Les feuilles d’olivier (O. europaea L.)
ont été largement utilisées dans les médicaments traditionnels comme extraits, tisanes et poudre

dans les pays méditerranéens et européens.

Différents cultivars peuvent étre distingués les uns des autres par la couleur et la forme drupe,
la composition d’huile, la morphologie des feuilles et la phénologie. Les principaux points
descriptifs correspondent a 42 caractéristiques de la morphologie des fruits, des feuilles et des
pierres pour leur identification. Les cultivars d’olive peuvent étre utilisés a des fins alimentaires ou
pour la production d’huile. L’olive est une espece a croissance lente et extrémement longue, avec

une espérance de vie allant jusqu’a 1000 ans (Mushtaq et al., 2020).

Figure 1 : L’arbre de I’olivier.



Chapitre 1 Généralités sur Polivier

1.1. Historique

L’olivier, arbre de la famille des oléacées, cultivé surtout dans le bassin méditerranéen depuis
au moins 3500 ans avant notre ¢ére. Il était dans I’antiquité grecque et romaine, un embléme de
fécondité et un symbole de paix et de gloire. Le nom scientifique de I’arbre "Olea" vient d’un mot
qui signifiait "huile" chez les grecques de I’antiquité. La culture de 1’olivier prend son origine de

la frontiére Irano-Syrienne (Nora et al., 2012).

Dans la culture arabo-musulmane, 1’olivier est un arbre particulier. Il fait partie des arbres
cités dans le coran et a ce titre, il est I’objet d’un respect d’autant plus que ses vertus déja signalées

dans le coran sont approuvées par des études scientifiques (Bardoulat, 2004).

L’origine de 1’olivier se perd dans la nuit des temps, son histoire se confond avec des
civilisations qui ont vu le jour autour de bassin méditerranéen, et ont pendant longtemps régi les

destinées de I’humanité et marqué de leur empreintes la culture occidentale (De Coi, 2000).
1.2. Description botanique

L'olivier est une espece a une croissance lente, tolérante au stress de la sécheresse et a une
durée de vie extrémement longue d'environ 500 ans , persistantes dans la région méditerranéenne,
ou sa croissance est rythmée dans les régions tempérées qui permettent le développement dans
différentes conditions environnementales caractérisées par son tronc, par son pouvoir de
développer la croissance latérale et par le fait que ses racines sont difficiles a détruire
(Benguendouz, 2019).

C’est un arbre polymorphe c’est a dire qu’a une déférence entre les feuilles du stade juvénile
celles du stade adulte, de taille moyenne. Au tronc noueux, tres rameux, a I'écorce brune crevassée,
au bois dur et dense, a une grandeur moyenne peut éteindre a une hauteur de 15 jusqu’a 20 métres,
et vivre tres longtemps. Il s’adapte aux conditions parfaitement : d’un climat subtropical sec, hivers
doux, automnes au printemps pluvieux, étés chauds et secs, une grande luminosité et la température
comprise entre 13 et 22 °C (Selaimia, 2018).

L’olivier se caractérise par le systeme aérien suivant (Figure 2) :
e Feuilles: sont simples, entieres, a pétiole court et a limbe lancéolé qui se termine par un
mucron, elles sont petite taille (3 a 8 cm de long et de 1 a 2,5 cm de large). Les feuilles sont

opposées et persistantes, leur durée de vie est de I'ordre de 3 ans (Benguendouz, 2019). Elles

possédent des caractéres nettement xérophytiques (épiderme supérieur fortement cuisiné et
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épiderme inférieur recouverts de poils) (Gharabi, 2018). La structure des feuilles rend I'olivier plus
résistant au manque de pluie et a I'évaporation, offrant ainsi un potentiel de plantation réussie et
économique dans les zones ou les précipitations annuelles moyennes ne dépassent pas 200 a 400
mm (Wiesman, 2009).

e Tronc : le tronc est jaunatre puis passe a la brune trés claire. Il présente un diametre
irrégulier (jusqu’a 2 m de diameétre) avec une forme qui évolue d'une mani¢re dynamique selon le
degré de développement. Il est trés dur, compacte, court, et port des branches, assez grosses,
tortueuses, et lisse. Sa structure se varie selon les variétés et les conditions de milieu (Chafaa,
2013).

e Les fleurs : les fleurs sont regroupées en petites grappes dressées (3 a 5 mm) a ’aisselle
des feuilles. La fleur est constituée de 4 sépales, 4 pétales, 2 étamines et 2 carpelles (Gharabi,
2018). Elles sont hermaphrodites c’est-a-dire constitué des organes masculins et féminins (deux
étamines +un pistil) (Labdaoui, 2017). Les fleurs d’olivier sont groupées en inflorescence en
grappes (de 10 a 40 fleurs). La longueur du stade de floraison de I'olivier se situe entre avril et juin,
selon les conditions climatiques dominantes. La floraison se produit lorsque la température
météorologique est établie a une température supérieure a 20 °C (Wiesman, 2009).

e Fruits : le fruit de I'olivier est une drupe sphérique qui change généralement de couleur du
vert au violet ou presque noir, lorsqu'elle est complétement mdre, a mésocarpe charnu,
indéhiscente, a noyau (Chafaa, 2013). La pulpe dense (représente 80% du poids total du fruit), la
forme est allongée, ovale et évolue selon les variétés (1 a 4 cm de longueur et de 0.60 a 2 cm de
diametre), dont 1’huile est un composant essentiel de plante. Riche en acides gras insaturés, en
vitamine E et en polyphénols. Alors, un arbre produit en moyenne 15 a 50 kg d'olives, il peut
donner 3a 10 1 d'huile d'olive selon les variétés (Boulkroune, 2018).
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Figure 2 : Les principales parties d’un olivier (Argenson, 1999).
1.3. Classification et systématique

Selon le systeme de classification de I'origine botanique, l'olivier appartient a la famille des
Oléacées qui est constitué de 29 genres et environ 600 espéces. On distingue deux sous-especes,
I'olivier cultivé ou olivier commun (Olea europaea sativa.) et l'olivier sauvage Ou oléastre (Olea
europaea sylvestris.) (Bayram et al., 2020). La classification botanique de 1’olivier selon Gharabi
(2018) est la suivante :

Embranchement : Spermaphytes

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones
Sous classe : Gamopétales
Ordre : Ligustrales
Famille : Oleacées

Sous famille : Oleoidées
Genre : Olea

Espece : Olea europea L.
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1.4. L’olivier dans le monde

L’olivier est cultivé dans toutes les régions tropicales et tempérées ou chaudes du monde qui
se situant entre les latitudes 30° et 45° des deux hémispheres (Breton et al., 2006). En Amériques
(Californie, Mexique, Brésil, Argentine, Chili), en Australie et jusqu’en Chine, en passant par le
Japon et I’Afrique du Sud (Figure 3). La superficie oléicole mondiale est environ 11,2 millions

d'hectares avec environ 1,5 milliards d'oliviers (Bouras, 2015).

Sur les 830 millions d’oliviers cultivés a travers le monde, 90% se distribuent dans les régions
cotieres du bassin méditerranéen et concernent essentiellement des pays de 1’Union européenne.
En Afrique, I’olivier est cultivé par ordre d’importance en Tunisie, Maroc, Algérie, Libye, Egypte,
Afrigue du Sud et Angola (Aouidi, 2012). L’implantation actuelle est située dans les pays autour
de la Méditerranée (Sawadogo-Lingani, 2010).

{\A&'—"l@‘? &:; €S TR
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Figure 3 : Aires de répartition des oliviers au monde (Bouras, 2015).
1.5. L’olivier en Algérie

Comme dans la plupart des autres pays méditerranéens, l'olivier constitue I'une des
principales espéces fruitiéres plantées en Algérie. Elle couvre une superficie de 350 000 ha avec

23 millions d’arbres, soit plus de 50 % du patrimoine arboricole national (Missat, 2015).

L’olivier est principalement cultivé sur les zones cdtieres du pays a une distance de 8 a 100

km de la mer ou il trouve les conditions favorables pour son développement. Il occupait, en 2009,

7
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une superficie de 310 000 hectares qui se répartie sur tout le territoire comme le montre la figure
4. La majorité des surfaces oléicoles se localisent dans des régions de montagne et les collines
recouvrant une surface de 195 000 hectares, ainsi que dans les plaines occidentales du pays et dans
les vallées comme la Soummam (ITAF, 2008).

Cette superficie a bien nettement augmenté par la mise en place d’un programme national
pour le développement de 1’oléiculture intensive dans les zones steppiques, présahariennes et
sahariennes en vue d’augmenter les productions et de minimiser les importations.

L’ Algérie dispose d’importantes ressources d’olives qui ne sont pas valorisées. Les especes
d’Olea europea occupent jusqu’a 2,3 % de la surface totale cultivée de I’Algérie. L’oléiculture
algérienne est divisée en 3 zones : Ouest, centre de vastes zones non cultivées sont occupées par
’oleaster a Béjaia (centre-est) (Bouarroudj et al., 2016). La densité moyenne en région de Nord-
Est est de 50 a 70 arbres par hectare (Labdaoui, 2017).

D’aprés (Boukhari, 2014), les principales variétés d’olive cultivées en Algérie sont :

-Chemlal : C’est la variété la plus dominante en Algérie, elle représente prés de 45% du

patrimoine oléicole nationale.
-Sigoise : C’est une variété auto-fertile, elle représente 20% du verger oléicole national.
Généralement, elle se localise a ’Ouest du pays allant de Oued Rhiou jusqu’a Tlemcen.

-Azeradj et Bouchouk : Elles accompagnent généralement les peuplements de Chemlal dont
Azeradj améliore la pollinisation. Elles présentent un gros fruit destiné a la conserverie et
méme a la production d’huile.

-Limli: représente 8% du verger oléicole national, elle se rencontre dans la région d’Oued
Soummam.

-Rougette de Mitidja : C’est une variété a huile installée dans la plaine de Mitidja et sur le
piémont de 1’Atlas, a faible altitude.

-Rougette de Guelma et blanquette de Guelma : Elles se trouvent en association dans la

région Est du pays.
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Figure 4 : Carte oléicole d’Algérie (ITAF, 2006).
2. Feuilles d’olivier

L’olivier (Olea europaea L.) est ’'un des arbres fruitiers les plus importants des pays
méditerranéens. Bien que les feuilles d’olivier soient toujours utilisées comme aliments pour
animaux, leur utilisation comme matiere précieuse dans divers champs suscite un intérét croissant.
Elles sont considérées comme une matiére premiere bon marché qui peut étre utilisée comme une
bonne source de bioactifs et elles sont également I’un des sous-produits de la production d’huile

d’olive, représentant 10% du poids des olives récoltés (Bouarroudj et al., 2016).

Les feuilles d’olive, déchets agricoles obtenus lors de la récolte ou de la transformation des
fruits d’olive, se trouvent en grande quantité¢ dans les industries de 1’huile d’olive et de la table
d’olive, ou elles sont séparées des olives a 1’aide de systemes de séparation pneumatique et créent
un résidu sans intérét industriel. Cependant, d’un point de vue économique, comme résidus
industriels provenant de matériaux végétaux, les feuilles d’olive sont une excellente source de
phytochimiques. Les feuilles d’olive contiennent des quantités importantes de composés précieux
tels que les composés phénoliques et flavonoides, qui ont suscité un intérét considérable en raison
de leur utilisation potentielle comme additifs alimentaires et/ou nutraceutiques dans les industries

alimentaire et pharmaceutique.
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La quantité de feuilles d’olive qui s’accumulent annuellement de ces industries peut dépasser
1 million de tonnes. Par conséquent, ce résidu de 1’industrie oléicole peut présenter de I’intérét dans
un contexte de bioraffinerie. En outre, il vaut la peine de récupérer des composés a haute valeur
ajoutée de ce matériau, car ces composeés peuvent présenter un grand intérét pour les secteurs
pharmaceutique, alimentaire et cosmétique, en raison de la tendance de I’utilisation de produits

naturels au lieu de synthétiques (Irakli et al., 2018).

Les feuilles d’olive sont riches en une grande variété de composés phénoliques comme les
secoiridoides (oléuropéine, ligstroside, diméthylloleuropeine) et les flavonoides (apigénine,
luteoline, luolin-7-O-glucoside, etc.), avec autres composés phénoliques (hydroxytyrosol, tyrosol,
acide caféique, ferulique, etc.) .qui sont responsables de plusieurs propriétés biologiques, y compris
antioxydant et anti-inflammatoire, antimicrobien, antiviral, anti-cancérogéne, ainsi que des effets

cardiovasculaires bénéfiques.

Toutefois, le profil phénolique des feuilles d’olive varie en fonction de 1’origine et de la
variété du matériel végétal, de I’emplacement géographique et des conditions agro-écologiques, et

en particulier des saisons (Bouarroudj et al., 2016).
2.1. Caractéristiques physiques et chimiques des feuilles d'olivier

La composition chimique des feuilles varie en fonction de nombreux facteurs tels que la
variété, les conditions climatiques, I’époque de prélevement, la proportion de bois, 1’age des
plantations, etc.). Généralement, la matiere seche (MS) des feuilles vertes se situe autour de 50
a 58%, celle des feuilles séches autour de 90%. La teneur en matiéres azotées totales (MAT) des
feuilles varie de 9 a 13%, alors que les rameaux ne dépassent pas 5 a 6%. La solubilité de I'azote
est faible, elle se situe entre 8 et 14%, selon la proportion de bois. La teneur en matieres grasses
(MG) est supérieure a celle des fourrages et oscille autour de 5 a 7%, mais celle des constituants

pariétaux et en particulier de la lignine est constamment élevée (18 a 20%) (Aouidi, 2012).
2.1.1. Métabolites primaires

Ce sont des composés issus du métabolisme primaire, par la voie du cycle de Calvin, qui
est commun pour toutes les plantes. Ces métabolites tels que les acides aminés, les hydrates de
carbone, les lipides, les protéines et les acides nucléiques qui sont nécessaires a la survie de la
plante (Moussi et al., 2015).
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Tableau 1 : Composition chimique global des feuilles d’olivier (exprimé en g par 100 g)

selon plusieurs auteurs

Composition Boudhrioua Erbay et Martin- Garcia- Fegeros et
etal., 2009 Icier, 2010 | Garciaetal,, | Gomez et al., 1995
2006 al., 2003

Eau 46.2-49.7 a 49.8 a 414a Nd 44 a
Protéines 5-76a 54a 7b Nd Nd
Lipides 1-1.3a 6.5a 32b 6.2b Nd
Minéraux 28-44a 3.6a 16.2b 26.6b 9.2b
Carbohydrates 37.1-425a 27.5a Nd Nd Nd
Fibres brutes Nd 7a Nd Nd 18 b

Celluloses Nd Nd Nd 19.3b 11.4b

Hémicellulose Nd Nd Nd 25.4b 13.3b

Lignin Nd Nd Nd 304D 142 Db
Polyphénols totaux 1.3-23b Nd 25b Nd Nd
Tannins solubles Nd Nd Nd Nd 0.3b
Tannins condensés Nd Nd 0.8b Nd 1b

a : correspond aux valeurs exprimées par rapport a la masse fraiche des feuilles d’olivier.

b : correspond aux valeurs exprimées par rapport a la masse séche des feuilles d’olivier.

Nd : valeur non déterminée

2.1.2. Métabolites secondaires

Les plantes possédent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux métabolites
primaires. Ces composeés différent en fonction des espéces et bien que leurs roles soient encore mal
connus, il est cependant clair gu'ils interviennent dans les relations qu'entretient la plante avec les
organismes vivants qui I'entourent. On peut classer les métabolites secondaires en plusieurs grands
groupes : parmi ceux-ci, les composés phénoliques, les terpenes et stéroides et les composés azotés

dont les alcaloides (Krief, 2003). La feuille d’olivier contient surtout des pigments flavoniques, de

11
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la choline et d’abondants composés phénoliques tels que : 1’hydroxytyrosol, le verbascoside,

apigenin-7-glucoside, lutéolin-7-glucoside et en particulier I’oleuropéine (Hayes et al., 2011).
2.2. Utilisations pharmacologiques

Les feuilles d'olivier peuvent étre trouvées en grandes quantités comme résidu dans les
industries de 1'huile d’olive. Ils étaient utilisés en médecine par les anciens pour désinfecter les

blessures cutanées (Breton et al., 2006).

Cependant, les suppléments de feuilles d'olivier sont sur le marché depuis quelques années
en raison de leurs effets bénéfiques sur le métabolisme lorsqu'elles sont utilisées comme
médicament traditionnel a base de plantes contre les infections virales et bactériennes, Champignon
et levure (Farhi, 2009).

Les feuilles d'olivier sont utilisées pour les maladies de I'estomac et des intestins, la diarrhée
et pour traiter les infections des voies urinaires (ElI Hafian et al., 2014). Aussi pour traiter
I'hypertension artérielle (hypertension), pour induire la miction (diurése), 1’asthme bronchique. Les
feuilles d'olivier sont bien connues pour ces propriétés, elles sont attribuées aux composés

phénoliques des feuilles d'olivier (Ozcan et Matthéus, 2017).

Plusieurs rapports ont montré que I'extrait de feuille d'olivier a la capacité d'abaisser la
tension artérielle des animaux et d'augmenter le flux sanguin dans les arteres coronaires, de

soulager l'arythmie et de prévenir les spasmes musculaires intestinaux (Ozcan et Matthéus, 2017).
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1. Composes phéenoliques

Les polyphénols constituent 1’un des groupes de produits naturels les plus nombreux et
largement distribués dans le royaume végetal. Plus de 8000 structures phénoliques sont
actuellement connues, dont plus de 4000 flavonoides ont été identifies. Bien que les polyphénols
soient caractérisés chimiquement comme composés avec des caractéristiques structurales
phénoliques, ce groupe de produits naturels est trés diversifié et contient plusieurs sous-groupes de

composés phenoliques.

La diversité et la large distribution des polyphénols dans les plantes ont conduit & différentes

facons de catégoriser ces composes naturels.

Les polyphénols ont été classés par leur source d’origine, leur fonction biologique et leur
structure chimique. En outre, la majorité des polyphénols dans les plantes existent comme
glycosides avec différentes unités de sucre et sucres acylés a différentes positions des squelettes de

polyphénols (Tsao, 2010).

Les phénols végétaux distingués par le nombre d’atomes de carbone constitutifs en
conjonction avec la structure du squelette phénolique de base. Les plus répandus et les plus divers
des phénoliques sont les flavonoides qui sont construits sur un squelette de flavone C6-C3-C6 dans
lequel le pont a trois carbones entre les groupes de phényle est généralement cyclique avec de
I’oxygéne.

D’un point de vue biologique, ces composés phénoliques sont définis comme des métabolites
secondaires dans 1’olivier, et ont une contribution importante dans la plante la protection et la

résistance contre les agents pathogenes fongiques, qui peuvent étre d’une importance cruciale pour

la culture durable de I’olivier (Aouidi, 2012).

Les phénols sont des composés qui ont un ou plusieurs groupes d’hydroxyle attachés
directement a un anneau aromatique. Le phénol est la structure sur laquelle I’ensemble du groupe

est basé. L’anneau aromatique dans ce cas est, bien siir, le benzene.
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OH

Figure 5 : Formules brute et chimique d’une fonction phénol

Les phénols sont a bien des égards similaires aux alcools des structures aliphatiques ou le

groupe hydroxyle est attaché a une chaine de carbones. Le groupe phénolique hydroxyle,

cependant, est influencé par la présence de I’anneau aromatique. En raison de I’anneau aromatique,

I’hydrogéne de 1
et al., 2008).

“hydroxyle phénolique est labile, ce qui rend les phénols des acides faibles (Falleh

2. Classification des composés phénoliques

Les polyphénols sont classés en différents groupes en fonction du nombre de noyaux

aromatiques qui

les composent et des éléments qui les relient. On distingue les phénols simples

(parmi eux les acides phénoliques), les flavonoides, les lignanes et les stilbenes (Boros et al., 2010),

ou sous forme conjuguée a I’ester ou hétérosides (Macheix et al., 2006). Les différentes classes de

ces composes phénoliques et les plantes qui les renferment sont représentées dans le tableau 2.

Tableau 2 : Classification des composés phénoliques (Aouidi, 2012).

Structure Classe
C6 Phénols simples
C6-C1 Acides phénoliques
C6-C2 Acétophénones et acides phényle acétiques
Acides cinnamiques, aldéhydes cinnamyl, alcools cinnamyl, coumarins,
C6-C3  |isocoumarins et chromones

C15

Chalcones, aurones, dihydrochalcones, flavans, flavones, flavanones,

flavanonols, anthocyanidins, anthocyanins,

C30

Biflavonyls
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La plupart des composés phénoliques sont présents conjugués avec un mono ou
polysaccharides, liés @ un ou plusieurs groupes phénols, et peut étre aussi des dérivations
fonctionnelles comme des esters et des méthyles esters. Plusieurs classes de ces composés ont été

catégorisées selon leur squelette de base (Tableau 2). On distingue trois principales classes :
-les acides phénoliques (acides hydroxybenzoiques, acides hydroxycinamiques);
-les flavonoides;
-les tannins et lignanes, ainsi que les coumarines et les stilbenes qui sont rare.

2.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composes polyphénoliques non flavonoides qui peuvent étre
divisés en deux principaux types, lI'acide benzoique et les dérivés de I'acide cinnamique basés sur
les squelettes C1 — C6 et C3 — C6. Alors que les fruits et Iégumes contiennent de nombreux acides
phénoliques libres, en grains et les graines en particulier dans le son ou la coque les acides
phénoliques sont souvent sous forme liée. Ces acides phénoliques ne peuvent étre libérés ou

hydrolysés que par hydrolyse acide ou alcaline, ou par des enzymes (Falleh et al., 2008).
2.2. Les tannins

Les tannins sont des molécules polyphénoliques de poids moléculaire compris entre 500 et
3000 Da. lls sont présents dans les feuilles, les fleurs et les graines des plantes (Achat, 2013). Ils
sont du grand intérét pour la nutrition et la médecine a cause de leur capacité antioxydante puissante

et leur effet protecteur possible sur la santé humaine (Oszmianski et al., 2007).

La plupart des propriétés biologiques des tannins sont liées au pouvoir de former des
complexes avec les macromolécules, en particulier avec les protéines. Les liaisons non covalentes,
hydrogénes et hydrophobes participent a la formation du complexe tannins- protéine (Sereme et
al., 2011).

2.3. Les flavonoides

Les flavonoides ont le squelette structural général C6 — C3 — C6 dans lequel les deux unités
C6 (anneau A et anneau B) sont de nature phénolique (Figure 6). En raison du modele
d'’hydroxylation et des variations de I'anneau chromane (anneau C), les flavonoides peuvent étre
divisés en différents sous-groupes tels que les anthocyanes, les flavan-3-ols, les flavones, les
flavanones et les flavonols (D’ Archivio et al., 2007). Alors que la grande majorité des flavonoides

ont un anneau B attaché a la position C2 de I'anneau C, certains flavonoides tels que les isoflavones
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et les néoflavonoides, dont lI'anneau B est connecté aux positions C3 et C4 de l'anneau C,
respectivement, se trouvent également dans les plantes (Mohammedi, 2013). Les chalcones, bien
que dépourvus de I'anneau hétérocyclique C, sont toujours classés comme membres de la famille
des flavonoides. Ces structures de base des flavonoides sont des aglycones; cependant, dans les

plantes, la plupart de ces composés existent sous forme de glycosides (Falleh et al., 2008).

Figure 6 : Structure générale des flavonoides.

3. Biosynthése des composes phénoliques

Du point de vue biosynthétique, les composes phénoliques peuvent étre engendrés par deux
voies métaboliques : la voie du shikimate, la plus courante, qui conduit entre autres a la formation
des acides phénoliques, flavonoides et lignines et la voie des polyacétates qui est a I’origine de
composés polycycliques tels que les coumarines, les xanthones et les quinones (Macheix et al.,
2006).
3.1. La voie de Shikimate

La voie de I’acide shikimique (Figure 7) est la voie la plus importante pour la biosynthése
des composes aromatiques dans les plantes et les micro-organismes, y compris les acides aminés

aromatiques : la phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane.

Selon Falleh et al. (2008), cette voie conduit a la formation des oses aux acides aminés
aromatiques, par la suite elle conduit aprés transamination et désamination aux acides cinnamiques

et a leurs nombreux dérivés tels que les acides benzoiques ou les phénols simples.
3.2. La voie de I’acide malonique

La glycolyse et la B-oxydation aboutissent a la formation de I’acétyl CoA donnant le

malonate. C’est a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines polycétoniques,
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obtenues par condensation répétée d’unités « Acétate » qui se fait par carboxylation de 1’acétyl-

CoA. Cette réaction est catalysée par I’enzyme acétyl-CoA carboxylase (Chira et al., 2008).

COOH COOH
| —
| PAL
| -
Phénylalanine Acide cinnamique
CooH [ cam ]! coOOH COOH COOH COOM
’ L)
UNH, | |
| ! —_—
— bl L |
1 I OH OMae MeO [ OMe
OH OH OH OH OH
Tyrosine Acide p- Acide Acide Acide
coumarique caféique férulique sinapique

Figure 7 : Biosynthéese des composés phénoliques les plus largement distribués par la voie de
shikimate.PAL : phénylalanine ammonia-lyase ; C4H : cinnmate 4-hydroxylase (Crozier et al.,
2006).

4. Composition des feuilles d’olivier en composés phénoliques

Les composés phénoliques sont pour la plupart des dérivés substitués d’acide
hydroxycinnamique (forme libre phénolique) et acide hydroxybenzoique (forme liée phénoliques)
(Singh et Saldafa, 2011). Les feuilles d'olivier peuvent étre considérées comme une source
naturelle bon marché et facilement disponible des composés phénoliques. Le rendement théorique
maximal des teneurs en polyphénols déterminée par I'essai Folin-Ciocalteu, soit 250,2 mg d'acide
gallique par 100 g de poids sec d'extrait de feuilles d'olivier (Sivakumaran et al., 2004). Il varie
entre 2,8 et 44,3 mg/g de matiere seche (Boudhrioua et al., 2009). Elle peut méme dépasser les

250 mg/g de matiére séche (Mylonaki et al., 2008).

Les polyphénols sont présents dans presque toutes les parties de I'olivier, mais leur nature et

la concentration varient beaucoup d'un tissu a lI'autre (Boussadia, et Djenoune, 2017).

Comme on peut classer les composes phénoliques en cing groupes qui sont principalement
présents dans les feuilles d'olivier : sécoiridoides (oleuropéine, diméthyloleuropéine...ect), acide

phénolique et ses dérivés (acide vanicique, acide caféique...ect), alcools phénoliques (tyrosol,
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hydroxytrozole) et flavones (lutéoline-7 - glycoside, diosmétine-7-glycoside...ect), flavonols
(quercétine, isoramnetine, routine) et flavonoides contenant des flavanols (catéchine, gallocatine)
(Bayram et al., 2020).

H,cO™ Yo : OH O
Oleuropein (R, = OH; R, = Glc) : Flavonals Flavones
Oleuropein aglycone (R; = OH; R; = OH) E Quercetin (R; = OH; R; = OH) _
Ligstroside (R = H: Rs = Glc) ! Isorhamnetin (R; = OH; Ry = OCH) . ""L's““'" (Ry = H; Rz R3 Ry=0H)
Ligstroside aglycone (R; = H; R,=OH) ! Rutin (R; = Rut; R, = OH) Apigenin 7-O-glucoside (R) = H; Ry R; = OH; Ry = Glc)
________________________________________ ' Apigenin 7-O-rutinoside (R} = H; R Ry = OH: R; = Rut)
: R, Lutcolin (R}, R; = OH)
[Dialdehydic deacetoxy t‘orms] : OH Luteolin 7-O-glucoside (Ry. Ry Ry= OH; Ry = Glc)
: Luteolin 4-O-glucoside (R, R;, Ry = OH; R;= Gilc)
HO. O. R

o Diosmetin (R, Rs. Ry~ OH: Ry = OCH;)
HOD\/\ o E \E;[Yg\ % Diosmetin 7-Q-glucoside (R, R; = OH; R, = OCHj; R, = Glc)
: R,
R; (o} I o OH O
E Flavanols

Oleacein (R; = OH) Catechin (R; = OH; Ry = H)
Oleocanthal (R; = H) . Gallocatechin (R, Ry = Otl)
Simple Phenols
HO 4 9 o
R,
[8]F] R e
HO HO 0 Ry Ry ! OH
37 ks R
H 2
o o Ry
0 oHo Phenylethanoids Hydroxybenzoic acids Hydroxycinnamic acids
E Tyrosol (R, = H: R, = OH) p-hydroxybenzoic p-coumaric acid (Ry = H)
OH ! Hydroxytyrosol (R,. R;=OH)  acid Ry Ry=1H; R, =0ll) Caffeic acid (Ry = OH)
: Gallic acid (R. Ry R3;= OH) Ferulic acid (R, = OCH;)
Verbascoside 5 Vannilic acid

(R, = OCHjy; R, = OH; Ry= H)

Figure 8 : Exemples de polyphénols dans I'olivier. Glc-Glucose ; Rut-Rutinose
5. Profil bioactif des feuilles d'olivier

Les feuilles d'olivier contiennent plusieurs composés phénoliques tels que les sécoiridoides
(oleuropéine, ligstroside, diméthyloleuropéine et oléoside), les flavonoides (apigénine, kaempférol,
lutéoline) et les composés phénoliques (caféine acide, tyrosol, hydroxytyrosol). Une analyse
qualitative et quantitative de la composition a été effectuée en utilisant la chromatographie liquide
a haute performance (HPLC) couplée a la photodiode. La détection par réseau a révélé six
composés polyphénoliques majeurs présents dans 1’extrait de la feuille d’olivier : oleuropéine (24,5
%), verbascoside (1,1%), lutéoline-7-O-glucoside (1,4%), apigenin-7-O-glucoside, hydroxytyrosol
(1,5 %) et tyrosol (0,7 %) (Hayes et al., 2011 ; Niaounakis et Halvadakis, 2006 ; Rafiee et al.,
2012).
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L'huile essentielle de feuilles d'olivier est un produit trés complexe, c’est un mélange
contenant des aldéhydes, des cétones, des esters, des alcools, des alcenes et des alcanes. Les
composants majors de I'huile essentielle de feuille d'olivier sont du 2-décénal-(E) (20,43 %),
benzéne-acéetaldéhyde (4,00 %), 2-undécénal (3,71 %) et valencen (3,31 %) (Konoz et al., 2013).
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1. Méthodes d’extraction et d’analyse des composés phénoliques

L’extraction est une étape trés importante pour 1’isolement des polyphénols. En raison de
I’énorme complexité et de la variabilité entre les composés phénoliques en termes de polarité, de
structure chimique, de quantités relatives dans 1’échantillon et de complexité des matrices
naturelles, il n’existe pas de protocole d’extraction normalisé. Généralement, 1’extraction de
polyphénols a partir de plantes a été effectuée a 1’aide de techniques d’extraction conventionnelles
telles que ’extraction solide-liquide (SLE) et I’extraction liquide-liquide (LLE). Ces techniques
sont associées a I’utilisation d’un volume ¢€levé de solvants, de longs temps d’extraction ou d’une

faible sélectivité et de la reproductibilité (Herrero et al., 2013).

Les techniques d’extraction conventionnelles soient remplacées par des techniques
d’extraction avancées, elles sont toujours les plus couramment utilisées pour récupérer les
polyphénols des matrices naturelles. Les principales techniques d’extraction avancées proposées
pour réaliser I’extraction des polyphénols ont été 1’extraction assistée par ultrasons (EAU),
I’extraction assistée par micro-ondes (MAE), I’extraction de liquide sous pression (PLE),
I’extraction de fluide supercritique (SFE)

1.1. Techniques d’extraction conventionnelles
1.1.1. L’extraction solide-liquide (SLE)

Parmi les techniques d’extraction conventionnelles, 1’extraction solide-liquide est le plus
utilisé pour extraire les polyphénols a partir de matrices solides. L’échantillon est mis en contact
avec un solvant ou un mélange de solvants ou les analytes cibles sont dissous. Les conditions
optimales d’extraction des polyphénols dépendent de leur solubilité dans le solvant. Il y a beaucoup
d’études liées a I’ESS de composés phénoliques de différentes matrices telles que la mangue, le
sorgho et les pelures de melon (Shaheen et al., 2017).

1.1.2. L’extraction liquide-liquide (LLE)

Lorsque 1’échantillon est liquide, la technique préférée est 1’extraction liquide-liquide. Cette
procédure consiste a différencier la solubilité des analytes entre deux liquides immiscibles
(lvanova-Petropulos et al., 2015). Habituellement, les échantillons liquides sont solubilisés dans
I’eau (Rodriguez-Pérez et al., 2015).

Les extractions solide-liquide (SLE) ou liquide-liquide (LLE) sont effectues par agitation,

chauffage et reflux a différentes températures et temps d’extraction. Différentes études ont montré
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que les temps d’extraction, les températures et les solvants les plus courants dans les SLE étaient
de 15 min-72h a température ambiante a 70°C en utilisant de ’eau, de 1’éthanol/ I’eau et du

méthanol/eau comme solvants a différents pourcentages (Plaza et al., 2018).

Pour I’extraction liquide-liquide, I’eau et eau/acide acétique ont été utilisées pour extraire
des composés phénoliques des vins, du miel et du sirop de canneberge (Rodriguez-Pérez et al.,
2015).

1.2. Techniques d’extraction avancees
1.2.1. Extraction assistée par ultrasons

Cette technique consiste en la formation de cavitations acoustiques par ultrasons, aidant a la
pénétration du solvant dans la matrice, ainsi que la libération de polyphénols dus a des altérations

produites dans la paroi cellulaire de la matrice par cavitation a bulles (Corbin et al., 2015).

Les parametres les plus importants sont la fréquence et 1’intensité du rayonnement, le temps
d’extraction, la température et la composition des solvants. Les ultrasons de haute intensité
augmentent la pression et la température dues a la cavitation de bulle, produisant une perturbation
dans la paroi cellulaire de la matrice avec la libération suivante des polyphénols. Habituellement,
la puissance et la fréquence utilisées pour I’extraction des polyphénols étaient respectivement de
50 a 400 W et de 20 a 60 kHz (Corbin et al., 2015).

1.2.2. Extraction assistée par micro-ondes (MAE)

L’extraction assistée par micro-ondes (MAE) a été appliquée a différentes matrices pour
extraire des polyphénols (Routray et al., 2014). Cette technique d’extraction permet une diffusion
¢levée des fluides car elle applique de 1’énergie micro-ondes en combinaison avec une température
élevée et une pression controlée. Elle est basée sur les interactions des molécules polaires dans les
milieux par rotation dipolaire et conduction ionique induite par les micro-ondes, qui provoquent le
chauffage du solvant. En ce sens, la chaleur facilite la diffusion des composés phénoliques de la
matrice au solvant (Routray et al., 2014). Pour étre capable d’absorber les micro-ondes, le solvant
ou la matrice doit contenir des molécules de dipole. L’effet micro-ondes dépend grandement de la

nature du solvant et de la matrice (Fl6rez et al., 2015).

Les principaux avantages de ’utilisation du MAE comprennent des temps d’extraction plus
courts d’environ 1 a 3 min et des volumes de solvants inférieurs a ceux des techniques d’extraction

conventionnelles (Herrero et al., 2013). En général, 1’éthanol, le méthanol, I’eau, 1’acétone et leurs
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combinaisons sont les solvants les plus utilisés pour ’extraction des polyphénols par MAE
(Moreiraet al., 2017).

1.2.3. Extraction liquide sous pression (PLE)

Elle est fondée sur I’application de températures suffisamment élevées (habituellement au-
dessus du point d’ébullition du solvant) et sur des pressions pour maintenir le solvant d’extraction
a I’état liquide (Wijngaard et al., 2012). Elle est également appelée extraction de liquide
pressurisé, extraction de solvants pressurisés, ou extraction accélérée de solvant. En appliquant une
température €levée, le processus d’extraction devient plus efficace grace a des taux de diffusion
plus rapides, facilitant ainsi une extraction plus rapide, ce qui, avec une haute pression, améliore la
diffusion dans la matrice de 1’échantillon et améliore 1’efficacité d’extraction par rapport a

I’utilisation du méme solvant a des températures ambiantes (Plaza et Rodriguez-Meizoso, 2013).

Les parametres qui sont le plus souvent optimisés dans PLE sont la température, le solvant
d’extraction, la pression, le temps et le débit. La sélection et la température des solvants peuvent
étre considérées comme les plus importantes. Des solvants tels que 1’éthanol, I’eau et leurs
mélanges, ont été utilisés pour extraire des composés phénoliques des plantes (Oniszczuk et al.,
2019). L’ajout d’acide formique ou acétique (1% a 5%) peut faciliter la solubilité des analytes dans
le solvant et stabiliser les polyphénols (principalement les anthocyanidines). Habituellement, des
températures d’extraction de 80 a 150 °C et des temps d’extraction de 1 a 160 min ont été appliqués
pour extraire les composés phenoliques des plantes par PLE (Ong et al., 2006). L’utilisation de
températures plus élevées (>150°C) doit étre soigneusement étudiée en raison de la dégradation
des composés phénoliques en raison du fait qu’il s’agirait de composés thermolabiles, ainsi que de

’apparition de réactions chimiques indésirables dans la matrice de I’échantillon.
1.2.4. Extraction de fluide supercritique (SFE)

Elle peut fonctionner avec n’importe quel solvant qui est pressurisé et chauffé au- dessus de
son point critique. 1l existe une variété de solvants qui peuvent étre utilisés dans des conditions
supercritiques, mais le dioxyde de carbone (CO2) est le plus utilisé, méme pour atteindre
I’extraction de polyphénols parce que le CO2 offre plusieurs avantages. Ce solvant a un faible point
critique de pression et de température (31°C et 7,3 MPa), il est non toxique, non inflammable, non
explosif, et il est considéré comme un solvant de qualité alimentaire, solvant écologiquement
durable, facile a obtenir, bon marché, et il permet d’obtenir un extrait sans solvant (Herrero et al.,

2015).
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Compte tenu de la nature chimique des polyphénols, le CO2 est incapable de les extraire en
raison de sa faible polarité. Ainsi, de petites quantités (5% a 30%) des cosolvants polaires
(méthanol, éthanol et mélanges d’éthanol et d’eau) sont utilisés avec le CO2 pendant 1’extraction
(Santana et Macedo, 2019). Le type et la quantité de cosolvant est I’un des parameétres les plus
importants impliqués dans 1’extraction de composés phénoliques. L’éthanol a fourni le meilleur

rendement d’extraction.
2. Méthodes d’identification et de quantification des composés phénoliques
2.1. Méthode colorimétrique

La méthode colorimétrique utilisant le reéactif de Folin-Ciocalteau, cette méthode trés
sensible mais peu spécifique car beaucoup d’autres composés réducteurs peuvent interférer, en

particulier 1’acide ascorbique.

Tous les composés phénoliques des végétaux absorbent en UV (ultraviolet) et certains d’entre
eux absorbent également dans le visible. Le spectre d’absorption résulte de la présence simultanée
du cycle(s) benzénique (s), des fonctions hydroxyles phénoliques et des différentes doubles liaisons
présentes dans la molécule. Lorsqu’un composé phénolique est trés fortement majoritaire dans un
matériel végétal donné, on peut alors avoir une estimation approximative rapide de la teneur du

matériel a partir du spectre d’absorption (UV ou visible) (Macheix et al., 2005).
2.2. Méthodes chromatographiques

Les séparations chromatographiques sur couche mince ou sur colonne sont utilisées
(Macheix et al., 2005). La chromatographie liquide haute performance (HPLC) est de trés loin, la
technique la plus appliquée pour la séparation et la quantification des composés phénoliques
comme en témoignent les excellentes séparations déja obtenues depuis plus de 20 ans (Macheix et
al., 2005 ; Roginsky et Lissi, 2005).

2.3. Résonance magnétique nucléaire (RMN)

La résonance magnétique nucléaire (RMN) permet d’accéder qualitativement aux structures
des molécules et a leur environnement physicochimique sans dégrader I’échantillon étudié. Celle-
ci est basée sur la possibilité de faire résonner différents noyaux dans un champ magnétique, donc

sur leurs propriétés magnétiques et cinétiques (Alonso-Salces et al., 2010).
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2.4. Méthodes couplées

D’autres techniques performantes sont aussi utilisées, on peut citer, la chromatographie
gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (GC/MS) donnent aussi des résultats trés satisfaisants,
le couplage de ces techniques a différents détecteurs (la détection UV a une longueur d’onde fixe,
la détection a barrette de diodes, la détection fluori- métrique...) s’avére déterminant, améliore

davantage leur sensibilité et leur résolution (Saitta et al., 2002).

L’application de la chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse
(LC/MS) est recommandée pour 1’identification de certains composés phénoliques. En effet, cette
technique permet I’analyse compléte de la structure, mais généralement, elle est employée pour
déterminer la masse moléculaire et pour établir la distribution des substituants sur les noyaux
phénoliques (Proestos et al., 2006). Pour de nombreux auteurs, ce sont les techniques les plus

adéquates pour I’étude des flavonoides (Prasain et al., 2004).
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1. Activité antibactérienne

On parle d’un effet bactériostatique lorsque la substance antibactérienne empéche la
multiplication des bactéries et d’un effet bactéricide lorsqu’elle détruit totalement la bactérie
(Sudjana et al., 2009). L’extrait de feuille d’olivier renforcerait le systéme immunitaire et
permettrait de lutter contre de nombreux agents infectieux ; bactéries, parasites, virus et certains
champignons. L’action antibactérienne dépendra du microorganisme lui-méme, de 1’agent

antibactérien et de I’environnement ou se situe I’action (Lee-Huang et al., 2003).
2. Principales substances antimicrobiennes
2.1. Antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances d’origine naturelle, hémi-synthétiques ou synthétiques
capables d’inhiber la croissance ou d’entrainer la mort des bactéries. Ils ont une activité sélective
et spécifique liée a un mécanisme d’action précis (Holmstrom et al., 2003). Ce sont les principales
armes médicamenteuses les plus efficaces utilisées contre les infections bactériennes. Les
antibiotiques peuvent étre classés selon l'origine, la nature chimique, le mécanisme d'action et le

spectre d'action (Yala et al., 2001).
2.2. Composés phénoliques

Les effets antimicrobiens des phénols issus de 1’olive, I’huile d’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 sécoiridoides (oleuropéine et ses dérivés), une des classes
principales de polyphénols contenues dans 1’olive, ’huile d’olive et feuilles d’olivier, empéche ou

retarde le taux de croissance d’une gamme de bactéries et de microchampignons (Farhi, 2009).

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) calculées présentent une preuve d’une large
activité antimicrobienne de I’hydroxytyrosol et 1’oleuropéine contre les souches bactériennes

étudiées (Djenane et al., 2012).
3. Détermination de I’activité antibactérienne
3.1. Méthode de contact direct (Bourgeois et Leveau, 1980)

Une colonie issue d’une culture jeune de chaque espéce microbienne activée préalablement

sur milieu spécifique, est prélevée a 1’aide d’une anse de platine stérile, chacune sera ensuite
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ensemencée dans un tube contenant 10 ml de bouillon nutritif, suivi d’une incubation a 37°C durant
03 heures. A partir de la derniére solution qui constitue 1I’inoculum de I’espéce de bactérie donnée,
des dilutions décimales isotopiques croissantes dans 1’eau physiologique sont effectuées ; allant a

10 pour les germes étudiés.

Des prélevements de 1 ml de chaque derniére dilution décimale sont ensuite individuellement
ajoutés a 9 ml de chaque extrait des plantes testés dilué a 1’eau distillée, respectivement, a raison

de 0, 20, 40, 60, 80 et 100%.

Les mélanges des solutions sont enfin ensemencés en triple essais (3 boites de Petri) chacune
en surface a raison de 0.1 ml sur le milieu spécifique de croissance pour chaque espéce
microbienne. La lecture du nombre de colonies développé est effectuée apres incubation des

milieux ensemenceés a 37°C pendant 24 a 72 heures.

Colonie jeune de souche étudiée activée @ 37°C pendant 24h

Ensemencement dans 9ml de bouillon nutritif.

l Incubation a 37°C pendant 3 heures.

Aprés mesure de la densité optique de I'inoculum [0,08-0,1].

iml

Dilution décimale de la souche dans 9ml de I'eau physiologie

jusqua 10

Des prises de Iml de la

derniére dilution (10™) sont

nuses respectivement dans

chaque solution expérimentale

0,1 ml de chaque demiére

solution sont étalées sur 3 ) : 5 TR
ution sont étalées sur 0% 20% 40% 60% 80% 100%

boites de Petri renfermant
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enimsstion. | OO
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37°Cde 244 72h mp t R@“\.&

Figure 9 : Détermination de I’activité antibactérienne par méthode de contact direct (Bourgeois
et Leveau, 1980)
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3.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

La concentration minimale inhibitrice est la plus petite concentration en antibiotique et /ou
en principes actifs nécessaires pour inhiber la croissance d’un microorganisme (Djenane et al.,
2012). Les extraits des plantes obtenus par extraction aux différents solvants sont utilisés pour
déterminer la concentration minimale inhibitrice de germe. Ainsi, une colonie de la bactérie
prélevée a I’aide d’une anse de platine dans 10 ml de bouillon nutritif, est incubée pendant 3 heures
a 37°C en vue d’obtenir les inoculations, des prises de 0,2 ml de chaque inoculum sont ensuite
introduites respectivement dans 2 ml de chaque extrait dilué non pas avec de 1’eau mais avec le

bouillon Mueller Hinton.

Les mélanges des tubes contenant séparément chaque extrait préparé a différentes
concentrations (0, 20, 40, 60, 80 et 100%) et I’inoculum de bactérie, sont ensuite incubés a 37 °C
pendant 18 a 24 heures (LA et al., 2008). La détermination de la concentration minimale inhibitrice
CMI est effectuée a partir de la mesure de la turbidité induite par la croissance du microorganisme
étudié. La CMI correspond donc a la plus petite concentration pour laquelle il y a absence de
turbidité.

3.3. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide d’une espece de germe étudié représente la plus petite
concentration d’extrait de la plante qui laisse 0,01% au moins de survivant de 1’inoculum initial

aprés incubation (LA et al., 2008).

Pour sa détermination, le tube témoin (inoculum) a été dilué a 1’eau physiologique jusqu’a
10, Cette dilution représente 0,01% de survie du microorganisme. Elle est ensemencée par strie
de 5 cm sur une Gélose Mueller Hinton puis incubée a 37°C pendant 24 heures.

Le nombre de colonies de bactéries obtenu sur la strie de la dilution 10 est comparé a celui
de chaque tube expérimental contenant I’inoculum, également ensemencé sur le méme milieu de
culture en strie de 5 cm et incubé a 37 °C durant 18 a 24 heures. Ainsi, le premier tube expérimental
dont le nombre de colonies présent sur sa strie est inférieur ou égal a celui de la dilution 10*

correspondra a la concentration minimale bactéricide.

27



Chapitre 4 Résultats et discussion

4, Mécanisme d’action antimicrobien

Les composés phénoliques sont reconnus d’étre synthétisés par les plantes en réponse a
I’infection microbienne (Boulekbache et al., 2013). En effet, ils sont les principaux composés
antimicrobiens des plantes, possédants des modes d’action divers et des activités inhibitrices et
létales vis-a-vis d’un nombre important de microorganismes. L’intensité et le spectre d'activité
antimicrobienne varient selon la bactérie et le type d’extrait et le type de bactéries (Djenane et al.,

2012).

L’action antibactérienne des phénols est liée a leurs capacités a dénaturer les protéines et sont
généralement classés comme agents agissant en surface (Casas-Sanchez et al., 2007). Leur action
conduirait a la fuite des constituants cellulaires des bactéries tels que les protéines, le potassium et
le phosphate.

Les mécanismes d'action des composés naturels sont liés a la désintégration de la membrane
cytoplasmique, la déstabilisation de la force motrice des protons, le flux d’électrons, le transport
actif et la coagulation du contenu des cellules (Figure 10). Les polyphénols agissent par privation

de substrat, rupture de la membrane et de la paroi cellulaire (Silva et Fernandes Janior, 2010).

Force de mouvement
des protons
(6) M

Cytoplasme

Coagulation

(3)

Relarguage du contenu
cellulaire : métabolites
et ions

T (1)
Protéines

Paroi cellulaire membranaires

3)

Membrane cytoplasmique

(€D)] Altération de la paroi cellulaire (4) Fuite du contenu cellulaire
2 Dégradation de la membrane plasmique (5) Coagulation du cytoplasme
3) Altération des protéines membranaires (6) Epuisement de la force de mouvement des protons

Figure 10 : Sites et mécanismes dans la cellule bactérienne considérés comme sites d'action pour

les composés naturels (Silva et Fernandes Junior, 2010).
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5. Etude de I’activité antibactérienne des extraits de feuilles d’olive

Malgré la grande disponibilité de médicaments antimicrobiens cliniquement utiles, plusieurs
arguments (spectre antimicrobien limité et effets secondaires graves des antibiotiques majeurs,
augmentation de la résistance clinique des micro-organismes précédemment sensibles, émergence
d’infections auparavant rares) stimulent le développement de nouvelles molécules végétales avec
une activité antibactérienne. Parce que la feuille d’olive (Olea europaea) est connue pour étre
résistante dans la nature aux attaques microbiennes et d’insectes, beaucoup de recherches ont porté
sur I’activité antibactérienne des composés contenus dans les olives, 1’huile et feuilles d’olive

(Djenane et al., 2012).
5.1. Effet antibactérien des extraits aqueux de feuilles d’olive

Selon 1’étude de Aliabadi et al. (2012), I’activité antibactérienne des extraits aqueux de
feuilles d’olive est testée par la méthode de diffusion de puits d’agar contre certaines bactéries
pathogenes : Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella

pneumonia, Bacillus cereus.

Tableau 3 : Activité antibactérienne des extraits aqueux de feuilles d’olive a différentes

concentrations (Aliabadi et al., 2012)

Bactéries pathogénes S.aureus | S.typhimurium | E.coli | K.pneumonia | B. cereus

Extrait mg/ml

10 - 1 - - -
15 1 2 - 2 1
25 3.5 4 2 4.5 2.1
35 7.2 8.5 6 7.2 7
50 9 11.5 8.2 10 9.5

(-) zones d’inhibition en millimétre

Selon Aliabadi et al. (2012), les extraits de feuilles d’olive ont montré de bons effets
inhibiteurs sur les bactéries pathogénes. Markin et al. (2003) ont également signalé que 1’extrait
de feuille d’olivier avec une concentration de 0,6 % (w/v) a tué E. coli, P. aeruginosa, S. aureus
et K. pneumonia dans I’exposition a 3 heures. D’autre part, B. cereus n’a été inhibé que lorsque la
concentration a été augmentée a 20 % (w/v) et cela peut-étre due a la capacité de formation des

spores dans cette espéce.
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Dans une autre étude, Korukluoglu et al. (2010) ont étudié I’effet du solvant d’extraction
sur I’efficacité antimicrobienne sur S. aureus, E. coli, S. enteritidis, S. thypimurium. lls ont
rapporté que le type de solvant a affecté la distribution et la concentration phénolique dans les
extraits, et I’activité antimicrobienne contre les bactéries testées. L extrait des feuilles d’olivier par
I’éthanol a montré I’efficacité antibactérienne la plus élevée contre E. coli et S. enteritidis.
Cependant, I’extrait par 1’acétone a montré ’efficacité la plus élevée contre S. typhimurium

(Korukluoglu et al., 2010).

Dans 1’étude d’Owen et al. (2003), les composés phénoliques contenus dans 1’extrait de
feuille d’olive ont montré des activités antimicrobiennes contre plusieurs micro- Organismes, dont
: E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, B. cereus, S. typhi et V. parahaemolyticus. Dans cette étude,
I’extrait aqueux de feuille d’olive a montré de bonnes capacités antimicrobiennes et 1’inhibition la

plus élevée de 11,5 mm contre Salmonella typhimurium.
5.2. Spectre d'activité antibactérienne des extraits phénoliques

La force et le spectre d'activité antibactérienne varient selon le type d’extrait et le Gram des
bactéries. Cependant, les bactéries a Gram positif sont généralement les plus sensibles aux effets
de ces extraits polyphénoliques. Cette résistance élevée chez les bactéries a Gram négatif est
attribuée a la présence d’'une membrane externe imperméable aux composés lipophiles. L'absence
de cette barriere chez les bactéries a Gram positif permet le contact direct des constituants
hydrophobes des extraits avec la bicouche phospholipidique de la membrane cellulaire bactérienne,
entrainant une augmentation de la perméabilité aux ions et la fuite des constituants intracellulaires

vitaux ou l'altération des systemes enzymatiques bactériens (Wendakoon et Sakaguchi, 1995).

Pereira et al. (2007) ont testé I’effet des extraits aqueux de feuilles d’olivier sur les bactéries
B. cereus, B. subtilis, S. aureus (Gram +), E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae (Gram -) et C.
albicans et C. neoformans (champignons). Ils ont remarqué que ’extrait inhibait toutes les
bactéries et champignons testés, suggérant une large activité antimicrobienne des extraits de

feuilles d’olive d’'une maniere dépendante de la concentration.

Selon le tableau 4, les valeurs du taux de croissance microbienne en présence de différentes
concentrations d’extraits des feuilles d’olivier présentaient une capacité antimicrobienne suivant
I’ordre B. cereus > C. albicans > E. coli > S. aureus > C. neoformans > K. pneumoniae >P.

aeruginosa > B. subtilis.
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B. cereus (Gram positif) et C. albicans (champignons) étaient les microorganismes les plus

sensibles, présentant des valeurs ICas inférieures a 1 mg/ml.

Tableau 4 : Taux de croissance microbienne en présence de différentes concentrations d’extraits

de feuilles d’olivier et valeurs IC2s (Pereira et al., 2007).

Extrait B. B. St E. K. P. C. C.

(mg/mL) | cereus | Subtilis | Aureus | Coli | pneumonia | aeruginosa | albicans | neoformans
0.00 0.67 0.53 0.66 | 0.57 0.68 0.63 0.40 0.18
0.05 0.69 0.62 0.71 | 0.56 0.61 0.52 0.35 0.17
0.10 0.54 0.61 0.73 | 0.56 0.60 0.63 0.36 0.16
0.50 0.51 0.59 0.68 | 0.52 0.61 0.60 0.39 0.16
1.00 0.48 0.53 0.60 | 0.46 0.59 0.60 0.26 0.15
5.00 0.37 0.36 0.35 |0.30 0.44 0.37 0.12 0.12
ICa2s 0.63 4.12 268 | 181 3.13 3.22 0.85 3.00

IC2s (concentration inhibitrice de 25%)

En outre, il n’y avait pas de sélectivité entre les bactéries a Gram positif et 8 Gram négatif.
Cet extrait de feuilles a été en mesure de dénaturer les protéines et d’affecter la perméabilité de la

membrane cellulaire de la bactérie (Pereira et al., 2007).
5.3. Efficacité antimicrobienne des extraits phénoliques

Solon I’étude de Djenane et al. (2012), I’activité antimicrobienne des extraits de feuilles
d’olivier vis-a-vis des trois souches pathogénes P. aeruginosa, S. Enteritidis, S. aureus (Figure 11),
est évaluée qualitativement et quantitativement par la méthode de diffusion sur gélose. Selon les
résultats représentés dans le tableau 5, I’extrait brut et les polyphénols de feuilles d’olivier ont
présenté une forte activité antibactérienne. Les résultats obtenus pour ces composés sont
comparables a ceux obtenus pour le chloramphénicol, un antibiotique utilisé comme témoin positif.

Les diameétres d’inhibition enregistrés vis-a-vis des souches sont récapitulés dans le tableau 6.
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P. aeruginosa S.Enteritidis S.aureus

Figure 11 : Effet inhibiteur des extraits d’olivier vis-a—Vvis de P. aeruginosa, S. Enteritidis et S.
aureus (Djenane et al., 2012)

Tableau 5 : Activité Antibactérienne de I’extrait brut aqueux et des polyphénols des feuilles
d’olivier (Méthode de diffusion sur gélose), exprimée en diametre d’inhibition (mm) (Moyenne

écart type) (Djenane et al., 2012).

Zone d'inhibition (mm)

Polyphénol Extrait brut Chloramphénicol
S. Enteritidis 16,15 1,2a 13,70 2,10b 15,25 0,8a,b
S. aureus 30,18 2,10a 16,33 1,8b 16,35 1,8b
P. aeruginosa | 15,57 2,15a 15,29 1,9a 16,15 0,7a

(a, b)* Les moyens de la méme colonne qui ne partagent pas une lettre commune sont significativement différents (p
< 0,05) par le test multiple de Duncan.

Les recherches réaliseées "in vitro" par plusieurs auteurs Das et al. (2010) ; Keskin et al.
(2012) ont démontreé que les polyphénols sont les principaux composés antimicrobiens des plantes,
ayant des modes d’action divers et des activités inhibitrices et 1étales vis-a- vis de nombreux micro-
organismes. La forte activité antimicrobienne des extraits phénoliques et bruts est confirmée par la
méthode de micro dilution (Tableau 6).
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Tableau 6: Les Concentrations minimales inhibitrices exprimées en pourcentage (v/v) Djenane

etal., 2012).
CMI %
Polyphénols Extrait brut
S. Enteritidis 0,1 1,2
S. aureus 0,05 0,9
P. aeruginosa 0,1 1,2

Il ressort de ce tableau que les polyphénols sont plus performants par rapport a 1’extrait brut
en termes de valeurs de CMI. Les polyphénols ont exhibé une valeur de CMI (0,05%) inférieure
de 18 fois a celle obtenue avec 1’extrait brut (0,9%) vis-a-vis de S. aureus. Cependant, vis-a-vis de
S. Enteritidis et P. aeruginosa, 1’extrait polyphénolique est 12 fois plus performant que I’extrait
brut (Djenane et al., 2012).

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

I'activité antimicrobienne (Djenane et al., 2012).

Les valeurs de CMI indiquent que I’extrait polyphénolique est plus efficace que 1’extrait brut.
Kim et al. (1995) ont déja indiqué qu’en raison de la variation dans la diffusion et des propriétés
de solubilité des différents composes dans les différents milieux, les résultats obtenus par la
méthode des disques ne peuvent pas étre directement comparables a ceux obtenus par la méthode
de microdilution. Leurs résultats ont montré que I’extrait polyphénolique qui a provoqué
d’importantes zones d'inhibition vis-a-vis de S. aureus est celui qui a donné la plus faible valeur
de CMI (0,05%).

Selon Das et al. (2010), les polyphénols sont les principaux composés antimicrobiens des
plantes possédants des activités inhibitrices et létales vis-a-vis d’un nombre important de
microorganismes. Cela a été prouvé grace a leurs travaux portant sur 1’évaluation de I’activité
biologique d’extraits issus de plusieurs plantes méditerranéennes (bourrache, romarin, sauge,

origan, lentisque, etc.) (Djenane et al., 2002, 2003).
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5.4. Effets synergiques des composés phénoliques individuels et combinés de I’extrait de

feuilles d’olivier

Selon les résultats de Lee et Lee (2010), les effets synergiques de 1’individu et des composés
phénoliques combinés dans I’extrait des feuilles d’olivier testés vis-a-vis des cing souches
pathogenes Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella enteritidis
(Tableau 7). L’oleuropéine a montré un effet d’inhibition fort (23,5 mm) contre S. enteritidis, et
I’acide caféique a montré des effets d’inhibition modérés (9,8 a 10,4 mm) contre B. cereus, E. coli,
et S. enteritidis. Cependant, I’oleuropéine et 1’acide caféique n’ont pas montré d’activités
antimicrobiennes contre S. aureus. De  fagon constante, aucune activité
antimicrobienne n’a été observée pour la rutine et la vanilline contre B. cereus, E. coli, S. enteritidis
et S. aureus. Il est intéressant de noter que le mélange combiné de composés phénoliques a montré
de meilleurs effets d’inhibition contre B. cereus et S. enteritidis. Une différence significative a été
détectée dans laquelle le mélange de composes phénoliques a présenté des effets d’inhibition plus
élevés que les composés phénoliques individuels (p < 0,05).

Ces résultats indiquent que 1’oleuropéine, la rutine, la vanilline et 1’acide caféique contenus

dans ’extrait de feuille d’olive offrent certains effets synergiques sous forme mixte.

Tableau 7: Activités antimicrobiennes de 1’oleuropéine, de rutine, de la vanilline, de I’acide

caféique et de leur mélange en extrait de feuille d’olive (Lee et Lee, 2010).

Mélange
Oleuropéine | Rutine | Vanilline | Acide caféique d’extrait
Bacillus cereus - - - 9.8+0.0Db 285+03a
Staphylococcus aureus - - - - -
Escherichia coli - - - 10.1+0.1 -
Salmonella enteritidis | 23.5+0.8 b - - 104+0.2¢c 245+05a

(a—c) ' Les moyens de la méme colonne qui ne partagent pas une lettre commune sont significativement différents (p

< 0,05) par le test multiple de Duncan. (-) Non détecté.
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5.5. Effet de 1a méthode d’extraction sur I’activité antibactérienne des extraits phénoliques

Les chercheurs Ghomari et al. (2019) ont étudié 1’effet des solvants d’extraction (éthanol,
acétonitrille, eau distillée), du pH, de la température et de la méthode d’extraction (macération,
sonication, macération en deux étapes) sur le contenu flavonoide et phénolique des feuilles d’olive.
En outre, des analyses qualitatives et quantitatives des composés phénoliques par (HPLC) ont été
effectuées.

Les résultats ont montré que I’extrait macéré en deux étapes par 1’éthanol suivi par I’eau
distillée des feuilles séchées, a montré une teneur élevée en composés phénoliques et en
flavonoides par rapport aux extraits obtenus par les autres méthodes d’extraction. D’autre part,
I’effet des extraits obtenus a été étudié sur cinq bactéries pathogénes (Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Listeria monocytogenes) a 1’aide de
la méthode de diffusion sur gélose. Les disques imbibés de chloramphénicol ont été utilisés comme
témoins positifs. Le contrdle négatif était un disque contenant 10 ml de DMSO. Les expeériences
ont été répétées deux fois pour chaque essai.

Les résultats de cette étude ont montré des réponses différentes concernant les cing bactéries
testées reflétées par différents diametres de halos. L’effet antibactérien était plus important pour

I’extrait préparé a 1I’éthanol puis a I’eau pour les feuilles séchées (Figure 12).

Figure 12 : Activité antibactérienne du meilleur extrait obtenu par macération en deux étapes

avec de 1’éthanol suivie de I’eau des feuilles séchées contre la bactérie Escherichia coli.

T- : témoin négatif (DMSO) ; T+ : témoin positif (Chloramphénicol) ; EX 1 : extrait testé obtenu par macération
avec de I’éthanol suivi de I’eau ; EX 2 : extrait testé obtenu par macération d’eau distillée ; EX 3: extrait testé obtenu

par macération avec 20% d’acétonitrille (Ghomari et al., 2019).
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Cet extrait a montré 1’activité inhibitrice contre toutes les souches étudiées. Ainsi, ces résultats
ont montré que la forte teneur en flavonoides et en composes phénoliques totaux de ces extraits peut
expliquer probablement leurs fortes activités antibactériennes par rapport aux autres techniques
utilisées. Ils ont observé également que ces extraits ont une forte teneur en oleuropéine, ce compose
est un sécoiridoide contenu dans les feuilles d’olive, les olives et ’huile d’olive. Ce dernier était
responsable d’une forte activité antibactérienne qui pourrait s’expliquer par ses propriétés
surfactantes qui pourraient changer la perméabilité de la membrane cellulaire des bactéries
(Ghomari et al., 2019).

Les résultats obtenus pour 1’activité antibactérienne de chaque extrait préparé (le

diamétre d’inhibition est donné par (mm)) sont résumés dans le tableau 8.

Tableau 8: Activité antibactérienne des feuilles d’olives extraits a différentes concentrations

(Diameétre de la zone d’inhibition en mm) (Ghomari et al., 2019).

Extraits Conc S. aureus L. B. subtilis P. E. Coli
mg/mi Monocytogene aeruginosa
Macération
80% 30 3.5+0.0 03+0.2 02+0.5 01 +0.2 03 +0.0
Ethanol 50 8.5+0.9 07+0.6 55+08 | 4506 | 0701
20% 30 - - - - -
Acétonitrile 50 ) ) ) ) )
Eau 30 - - - - -
distillée - ] ] ] ] )
Eau 30 01 +0.3 01 +0.2 01 +0.2 - 02 +0.0
distillée a 50 45 +1.0 04 +0.1 05 +0.2 01+03 | 0604
60 °C
Eau 30 01 +0.3 01 +0.0 02 +0.5 01 +0.0 01+0.1
distillée a 50 35+1.0 3.2+0.0 03 0.0 02400 | 03203
60°C avec
pH 3
Sonication
80% 30 - - - - -
Ethanol 50 ) ) } } }

(-): Pas d’activité antibactérienne.
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Les résultats de I’antibiogramme ont également montré que toutes les souches testées sont
sensibles au chloramphénicol avec des diamétres d’inhibition différents. La richesse des feuilles
d’olive en molécules précieuses pourrait étre exploitée dans diverses applications dans les
industries alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques. D’autres études sont ainsi menées pour
valoriser I’oleuropéine tout au long de la bioconversion vers 1’hydroxytyrosol qui est un produit a

forte valeur ajoutée.
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Conclusion genérale

L’activité antimicrobienne d’Olea europaea L. a fait I’objet d’une étude approfondie au cours
des quatre derniéres décennies. Ces efforts scientifiques se sont principalement concentrés sur
I’activité antimicrobienne globale des extraits bruts contre une grande variété de bactéries et de
champignons. Olea europaea L. semble étre une source fiable de composés phénoliques qui
pourraient servir d’additifs alimentaires appropriés. Dans le cadre de leur bioactivité extraordinaire,
I’ajout technologiquement contrdlé de certains composés phénoliques aux aliments peut étre
considéré comme favorable, car ils possedent de forts effets bénéfiques pour la santé, contrairement

aux agents conservateurs traditionnels.

L’extrait des feuilles d’olive est une source puissante de polyphénols ayant des propriétés
antimicrobiennes importante. Ainsi, I'extrait brut des feuilles d’olivier inhibent toutes les bactéries
et les champignons testés, suggérant une large activité antimicrobienne dépendante de la
concentration. En outre, il n’y avait pas de sélectivité entre les bactéries gram positif et gram
négatif. Cependant, I'extrait polyphénolique est révélé 12 fois plus performant que 1’extrait brut.
Dans ce cadre, certains chercheurs ont signalé I'existance d'une relation étroite entre la composition

chimique en éléments phénoliques et I'activité antimicrobienne.

Par ailleurs, les polyphénols sont les principaux composés antimicrobiens des plantes
possedants des activités inhibitrices et létales vis-a-vis d’un nombre important de microorganismes.
L’activité antimicrobienne des phénols combinés a montré des effets meilleurs que les phénols
individuels utilisaient in-vitro. De plus, le type de solvant affecte également la composition et la

concentration phénolique dans I’extrait et en conséquence 1’activité antimicrobienne.

Bien que, les activités, les modes d’action et I’aptitude a I’utilisation des extraits des feuilles
d’olivier dans les aliments nécessitent plus d’études expérimentales pour étudier le comportement
des constituants phénoliques de Olea europaea dans les matrices alimentaires et élargir les

connaissances sur les altérations sensorielles possibles.
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Résumé

Les extraits de feuilles d’olivier font actuellement 1’objet de nombreuses recherches scientifiques visant a explorer et
exploiter leurs activités dans les différents domaines. Dans ce contexte, le présent travail a pour objectif de présenter
I’effet d’extrait de ces feuilles sur les bactéries pathogenes. Plusieurs études ont démontré que les polyphénols sont les
principaux composés antimicrobiens des plantes, ayant des modes d’action divers et des activités inhibitrices et létales
visa-vis de nombreux micro-organismes pathogenes : Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis et Listeria monocytogenes. Les activités antimicrobiennes de ces extraits sont difficiles a
corréler a un seul composé spécifique en raison de leur complexité et leur variabilité. Donc, la valorisation des feuilles
d’olivier, et leur utilisation comme un moyen de la lutte contre les bactéries pathogeénes, s’avére prometteuse dans le

domaine médical et agro-alimentaire.

w)ts clés : feuilles d’olivier, extraits, bactéries pathogénes, polyphénols. /
ﬁtract \

Olive leaf extracts are currently the subject of much scientific research aimed at exploring and exploiting their activities

in different fields. In this context, the objective of this work is to present the effect of extract of these leaves on
pathogenic bacteria. Several studies have shown that polyphenols are the main antimicrobial compounds of plants,
having various action modes of inhibitory and lethal activities on many pathogenic microorganisms: Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis and Listeria monocytogenes. The antimicrobial
activities of these extracts are difficult to correlate with a single specific compound due to their complexity and
variability. Therefore, valuing olive leaves, and their use as a means of combating pathogenic bacteria, is showing
promise in the medical and agri-food fields.

wwords: olive leaves, extracts, pathogenic bacteria, polyphenols. /
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