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Introduction

La propagation des maladies et la détérioration de la santé humaine dans le monde au
cours des derniéres ces années en raison d'une alimentation artificielle et déséquilibrée

inciteront les scientifiques a travailler dans de nombreuses recherches pour réduire le probleme.

Le régime alimentaire méditerranéen est associé avec une faible incidence de maladies
cardiovasculaires, d’athérosclérose, de maladies neurodégénératives et de certains types de
cancer. Les bienfaits sur la santé de ce régime ont été partiellement associés a la consommation

de I’huile d’olive vierge par les populations méditerranéennes (Cicerale et al,2010).

L’huile d’olive est un aliment naturelle équilibré en sa composition chimique est 1’'une
des huiles végétales les plus anciennes et la seule qui peut étre consommeée sous sa forme brute
sans traitement préalable (Boskou, 2006). Les effets bénéfiques de I’huile d’olives vierge ont
été attribués a sa teneur élevée en acides gras monoinsaturés, particuliérement 1’acide oléique,
et ses composés mineurs tels que les composés phénoliques, les tocophérols et les caroténoides
(Visioli et Galli, 1998).

Donc est une huile Gourmet, tres agréable pour la cuisine, un ingrédient excellent et
inégalable pour une alimentation saine ou un plan de perte de poids, car elle inhibe

I'accumulation de matiére adipeuse dans la zone abdominale (Benlemlih et Ghanam, 2012).

Au cours de ces derniéres années, 1’intérét porté sur les composés phénoliques de 1’huile
d’olive a augmenté a cause de leurs activités biologiques potentielles, jouant ainsi un role
important dans la santé humaine (Laribi, 2015). lls constituent une large classe de métabolites
secondaires, qui sont des dérivés d’oleuropéine et de ligstroside (Bravo, 1998 ; Ryan et al.,
2002). Ils contribuent aussi a la flaveur, a la stabilité et a la valeur nutritionnelle de 1’huile

(Perrin,1992).

Grace a la résistante des bactéries aux grande nombre des antibiotiques qui devient un
probleme majeur des infections bactériennes, (De nombreux cas de bactéries multirésistantes
sont rapportés en Algérie (Bouzenoune et al., 2009)), un développement de nouveaux agents

thérapeutiques s’avere indispensable pour la lutter contre ce phénomene.

Plusieurs études ont démontré que les polyphénols de I’huile d’olive ont une haute activité
antimicrobienne contre un large spectre d’espéces pathogeénes (Medina et al., 2006 ;

Karaosmanoglu et al., 2010).

L’objectif général de ce travail consiste a une étude des caracteristiques physicochimique
de deux variétés de 1’huile d’olive pour déterminer ces qualités, et une évaluation de I’activité

antibactérienne de ces huiles vis a vis trois bactéries pathogenes.
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Cette recherche est subdiviseée en deux parties : une synthése bibliographique et une

étude expérimentale.
La partie bibliographique comporte deux chapitres :

Le premier chapitre est une petite généralité sur I’olivier et la composition chimique de

I’huile d’olive. Le deuxiéme chapitre citer les effets bénéfiques de I’huile d’olive sur la santé.

La partie expérimentale, est une étude basée sur deux variétés d’huile d’olive :
premiérement une caractérisation sur des parametres de qualité tell que (1’acidité, 1’indice de
peroxyde et de [D’extinction dans 1’UV), deuxiémement une évaluation de 1’activité
antibactérienne contre les souches pathogene suivant (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa et Staphylococcus aureus).



Partie
Bibliographique
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Chapitre 1 I'olivier et I'huile d'olive

1.1. Généralités sur ’olivier
L’olivier a été cité¢ dans des livres a plusieurs reprises. Dans le coran, I’olive a été
mentionné six fois dans différents endroits parmi lesquels un versé coranique cité au début de
la sourate de « Al-tine » (Labdaoui,2017).

L'olivier est un arbre auquel le climat méditerranéen convient parfaitement : hivers doux,
automnes au printemps pluvieux, étés chauds et secs, une grande luminosité. Il lui faut une
moyenne annuelle de température comprise entre 13 et 22 °C. Le cycle végétal de l'arbre
manifeste apres le repos hivernal (de novembre a février), En mai juin, c'est la floraison. Le
noyau du fruit se durcit en juillet-aoQt et atteint sa taille normale en octobre. La maturation est
alors plus en moins rapide suivant les variétés. Un arbre produit en moyenne 15 a 50 kg d'olives,

il peut donner 3 a 10 Litre d'huile d'olive selon les variétés. (Dupont F et al.,2007)
1.1.1. Classification botanique de I’olivier
Selon Henry (2003) I'olivier appartient a :
L’Embranchement : phanérogames
Le sous-embranchement : Angiospermes
La classe : Dicotylédones
La sous-classe : Asteridae
L’ordre : Srophulariales
La famille : Oleaceae
Le genre : Olea
L'espece : Olea europaea L.
Deux sous-espéces : -l'olivier cultivé : Olea europaea L. variété sativa.
-L'olivier sauvage, encore appelé oléastre : Olea europaea L.Variété oléastre.
1.1.2. La distribution

D’apres les statistiques du Conseil Oléicole International COI (2005), sur les quelques
750 millions d’oliviers plantés par le monde (sur 8,7 millions d’ha), un peu plus de 700 millions
(sur 8,4 millions d’ha) sont dans des pays répartis autour de bassin méditerranéen. Les pays de
la Communauté Economique Européenne (CEE), sont largement majoritaires : Espagne 167

millions, Italie 125, Gréce 120, Portugal 50 et la France 5 millions.
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Au niveau national, la surface oléicole actuelle de I’Algérie est de 207 822 ha, avec
20.500.000 arbres complantés, dont un peu plus de 16 millions en production. Cette surface est
répartie notamment sur les zones Est et Centre-Est du pays en particulier Béjaia, Tizi Ouzou,
Bouira, Bordj Bou Arreridj, Sétif et Jijel, qui représentent ensemble a elles seules prés des 2/3
de la superficie totale (figure 1), qui est divisée comme suit : au centre : 112.921ha ; a I’Est :
58.764ha ; a I’Ouest : 35.192ha ; et au Sud : 945ha (Kerboua, 2003).

M autres Mtiziouzou Mbouira Msetif Mjijel Mbejaia

Figure 1: Répartition de la superficie d'olivier (Benabid, 2009)
1.1.3. Principales variétés d’oliviers en Algérie

Les principales variétés d’oliviers cultivées en Algérie sont présentées dans le tableau 1 :
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I'olivier et I'huile d'olive

Tableau 1 : Orientations variétales de 1’olivier en Algérie COI (2015)

Variétés Aire de culture | Importance | Destination | Observations
Ségoise Ouest Algérien 25% Table+Huile Treés estimée pour la
(Oranie, Tlemce) conservation et ’huilerie,
rendement élevé en
huile,
Cornicabra | Ouest Algérien 5% Table+Huile | Originaire d’Espagne
(Oranie, Tlemce)
Sevillanece | Ouest Algérien 3% Table Treés intéressante par le
(Plaine d’Oran) gros calibre des fruits
Chemlal Centre Algerien 10% Huile Huile tres appréciee.
Kabylie Résiste en culture seche.
Azeradj Centre Algerien 15% Table+Huile -
Bouchouk la | Centre Algerien 2% Table+Huile Intéressante pour la
Fayette région de Bougaa
Boukhenfas | Centre Algerien 2% Huile Donne les meilleurs
résultats a la station de
Sidi-Aich
Limli Est Algérien 8% Huile Variété conseillée dans la
région de jijel a Sidi-
Aich
Blanquette Est Algérien 20% du Table+Huile -
verger
Rougette Est Algérien 12% Huile -
Neb Djmel Sud Est 5% Table+Huile Variété des regions
Algérien présaharienne
Frontoio Centre et Est 1% Huile Variété italienne
Coratina Centre et Est 1% Huile Variété italienne trés
rigoureuse et tres
productive
Longue de Centre et Est 5% Table+Huile |  Trés localisée dans la
Miliana région de Miliana
Ronde de Centre et Est 5% Table+Huile |  Tres localisée dans la
Miliana région de Miliana
Picholine Ouest du pays 30% Huile Tres commune avec la
Marocaine Sigoise (méme caractére)
Ascolana Ouest - Table
Bouricha Est Algérien 5a6% Table Cultivee dans les régions
(Collo-Oued El a forte pluviométrie
Kebir)

NB : On représente dans ce tableau, seulement les variétés les plus importantes. Il existe
plusieurs variétés. Cependant, une méme variété peut avoir différentes dénominations suivant

les régions.
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1.1.4. L'olive

L’olive est une drupe de fruit a pulpe charnue qui contient un noyau unique (Civantos,
1998). Elle se compose de trois parties : le noyau (ou endocarpe), la pulpe (mésocarpe) et la
cuticule (épicarpe) de dimensions (1 et 4 cm de longitude) et de formes (ellipsoidal a globulaire)
tres variables, dont le poids varie entre 1 et 6g.

1.2. Huile d'olive
Selon le COI I'huile d'olive est I'huile provenant uniquement du fruit de I'olivier (Olea
europaea L) a I'exclusion des huiles obtenues par solvant ou par des procédés de

réestérification.
1.2.1. Composition chimique de I'huile d*olive

L’huile d’olive est un systéme chimique complexe constitué de plus de 250 composeés. La
composition de I'huile d'olive dépend de la variété du fruit, de la région de culture et des
conditions climatiques. (Angerosa et al., 2004 ; Kiritsakis, 1993).

Les composes peuvent étre classés en deux grands groupes :
- Les fractions saponifiables (triglycérides, acides gras, de 99% de I’huile) (Ruiz et al., 2000).
- Les substances insaponifiables (de 1 a 2% de I’huile) (Servili et al., 2004).

1.2.1.1. Fractions saponifiables

a. Les acides gras

Les acides gras présents dans 1’huile d’olive se trouvent sous forme d’ester de glycérol
ou sous forme libre. Ce sont des monoacides linéaires & nombre pairs (majoritaires) et impairs
d’atomes de carbone dont le nombre varie de 14 a 24. Soit saturée (14%) soit mono (72%) ou

polyinsaturée (14%) (norme européenne).

Les acides gras sont des molécules organiques comprenant une chaine carbonée terminée
par un groupement carboxyle. Cette chaine carbonée peut étre dépourvue de toute double liaison

carbone-carbone, dans ce cas les acides gras sont dits « saturés ».

Elle peut également contenir une double liaison (Acides Gras Monoinsaturés (AGMI) ou

plusieurs doubles liaisons (Acides Gras Polyinsaturés AGPI).

Dans I’huile d’olive on trouve de 1’acide linoléique (oméga 6) et de 1’acide alpha

linolénique (oméga 3).
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Ces acides gras sont dits « essentiels » car ils ne peuvent pas étre synthétisés par I’homme

et doivent donc étre apportés par I’alimentation.

La composition en acide gras d'une huile d'olive avec des normes telles que celle du
Codex Alimentaires en placant des limites hautes et basses sur les proportions de chacun des

acides gras. (Annexel) Tableau 7.
b. Les triglycérides

Les substances saponifiables sont constituées majoritairement 98 a 99% de triglycérides.
Les triglycérides sont les véritables constituants des huiles d’olive vierge. Ils proviennent de
I’estérification des trois fonctions alcools du glycérol par des acides gras. La présence d’une
part des différents acides gras et d’autre part des trois possibilités d’estérification sur le glycérol

conduit & un grand nombre de combinaisons possibles pour les triglycérides de 1’huile d’olive.
1.2.1.2. Fractions insaponifiables

Les substances insaponifiables indiquent I’ensemble des constituants (naturels) qui ne
réagissent pas avec un hydroxyde alcalin pour donner des savons et qui, aprés saponification
restent solubles dans des solvants classiques des corps gras (hydrocarbures saturés, éthers
diéthylique ou diisopropylique, solvants chlorés, etc.). Ces substances représentent de 1 a 2%
de I’huile et constituent un mélange complexe de composés appartenant a des familles
chimiques diverses : Les stérols ; Les tocophérols (vitamine E) ; Les pigments colorants (Les
chlorophylles et caroténes) ; Les composés phénoliques, et d’autres composé mineures telle que

: Les hydrocarbures, les alcools tri terpéniques et les phospholipides.
a. Les stérols

Les stérols veégétaux appelés phytostérols occupent la plus grande partie de la matiere
insaponifiable des huiles constituants non glycéridique, ils représentent en poids environ 50%

de I’insaponifiable.

Trois principaux stérols dans les huiles d’olive : le B- sitostérol, le campestérol et le

stigmastérol. (Bentemime et al., 2008).
b. Les tocophérols (Vitamine E)

Les tocophérols se présentent sous quatre formes (a, B, v et 8), I’a tocophérol, doté de la
plus forte activité antioxydante, représentent plus de 95 % des tocophérols totaux (Ryan et al.,
1998).
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Les teneurs en tocophérols, généralement rapportées pour une huile d’olive d’une bonne
qualité, varient de 100 & 300 mg/Kg (Perrin, 1992). Ces teneurs varient en fonction de plusieurs
facteurs dont la variété de I’olive et sa maturité ainsi que les conditions et la durée de la

conservation de I’huile (Assmann et Wahrburg, 1999).
c. Les pigments colorants

Les pigments colorants donnent sa belle couleur jaune ou verte. Ce sont principalement
la chlorophylle pour la couleur verte et le caroténe pour la couleur jaune. Leur proportion

dépend beaucoup de la maturité des olives (Charles et Guy, 2008).
d. Les composés phénoliques

L’une des caractéristiques les plus importantes de 1’huile d’olive est sa richesse en

composés phénoliques. Elle renferme plus de 30 composés phénoliques (Visioli et Galli, 1994).

Ce sont des substances naturelles qui conferent a I’huile d’olive des propriétés

organoleptiques et contribuent a la bonne stabilité¢ de ’huile a I’auto-oxydation (Perrin, 1992).

Les composés phénoliques de 1’huile d’olive sont originaires du fruit. Les principaux

composés sont 1’oleuropéine, la dimethyloleuropeine, ligstroside et la verbascoside.
e. Autre composés mineurs

Il existe dans I’huile d’olive d’autre composés mineurs qui revétent un intérét biologique,

nutritionnel et ceux qui, contribuent a la caractérisation et I’identification variétale notamment:
¢ Les hydrocarbures

Responsables de la couleur bleue spécifique aux huiles d'olives notamment le squaléne

(C3oHs0) qui peut représenter entre 32 a 50% de la totalité de I'insaponifiable (COI, 2015).
% Les alcools triterpéniques

L’huile d'olive contient de nombreux alcools (Stérols, méthylstérols, alcools
triterpeniques, alcools aliphatiques, etc.) mais en trés petites quantités, (100 a 300 mg/100g).
Aissaoui Y, 2016).

s Les phospholipides

Présent en quantité peu élevées ils sont représentés par la phosphatidylcholine et la
phosphatidyléthanolamine (Uzzan, 1992).
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2.Les effets bénéfiques de I’huile d’olive

L’Huile d’olive vierge extra est une huile d'olive de grande qualité et sans doute la plus
saine des matieres grasses. Un processus de pression ou centrifugation, a basse température,
extrait le jus d'olives d’excellente qualité immédiatement apres la récolte. La teneur en acides
gras libres, exprimée en acide oléique doit étre de 0,8% ou inférieure afin d’obtenir la
classification de « Vierge Extra ». C'est pourquoi ses qualités odorantes et sapides en font une
Huile d'Olive Gourmet, trés agréable pour la cuisine, un ingredient excellent et inégalable pour
une alimentation saine ou un plan de perte de poids, car elle inhibe I'accumulation de matiere

adipeuse dans la zone abdominale (Benlemlih et Ghanm, 2012).

2.1. L’effet d’huile d’olive sur la santé
Bien que I’huile d’olive ait été un ingrédient de base dans I’alimentation méditerranéenne
pendant des milliers d’années, ce n’est que récemment que les vertus médicinales de 1’huile

d’olive sont vraiment reconnues (Weil, 2005).
2.1.1. L’huile d’olive et les maladies cardio-vasculaires

Cet effet protecteur de I'huile d'olive est attribué a sa composition particuliére en acides
gras, avec un taux équilibré entre acides gras saturés et insaturés et une teneur importante en
acide oléique monoinsaturé qui possede la propriété d'élever le bon cholestérol HDL et de
prévenir la dangereuse oxydation des LDL (Mensink et al., 2003). D'autre part, a la différence
des huiles de graines, I'huile d'olive est un pur jus de fruit, trés riche en polyphénols, qui

protégent nos cellules de I'oxydation. (Alonso et al., 2006).

L'huile d'olive conserve ses propriétés antioxydantes lorsqu'elle est cuisinée, jusqu'a 200
C° pendant 3 heures (elle ne s'oxyde pas a la friture), alors qu'on recommande de ne pas chauffer

les huiles de graines (comme le tournesol ou le soja) au-dela de 160 C°.
2.1.2. L’huile d’olive et le diabete sucré

Un régime alimentaire riche en huile d’olive ne constituerait pas seulement une bonne
alternative au traitement du diabéte sucré mais permettrait également de prévenir ou de retarder

I’apparition de la maladie (Dupin et Cuq, 1992).

Chez des diabétiques, la consommation d'huile d'olive diminue le besoin d'injections
d'insuline (Covas et al., 2009).
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2.1.3. Autres effets

De plus, un certain nombre d’études ont montré que I’huile d’olive était favorable pour
aurait un effet protecteur contre le cancer du sein, du pancréas et du colon grace a sa
composition en acide oléique qui présente une activité anti- tumoral importante (Bennani,
2007).

De plus, un certain nombre d’études ont montré que 1’huile d’olive est a plusieurs autres

bénéfiques pour la santé (Terdazi et al., 2010).

2.2. L’effet antibactérienne d’huile d’olive

Une étude est effectuée sur 1’activité antibactérienne des huiles végétales (huile de
tournesol, huile de mais, huile de coton, huile d*olive), a montré qu’aucune des huiles végeétales
comestibles étudiées avait cette capacité, sauf les huiles d'olive issues de fruits, et ces résultats
ont conduit a penser que les différentes composantes de I'huile d'olive, autre que les acides gras
ont été responsables de l'activité antibactérienne. Bien qu'il ait été rapporté que les acides gras
possédent une activité antimicrobienne, le fait que seule I'huile d'olive présente cette activité a
suggeré que les composants mineurs de I'huile devraient étre impliqués dans cette propriété
biologique (Medina et al., 2006).

2.2.1. L’effet antibactérienne des composés phénoliques

Plusieurs études attestent du réle incontestable des composés phénoliques de 1’huile
d’olive dans I’inhibition d’innombrables des bactéries pathogenes. Ils sont considérés comme
étant des agents antibactériens prometteurs pour le traitement des infections des systemes
gastro-intestinaux ou du systéme respiratoire (Brenes et al., 2000 ; Romero et al., 2007).

Bisignano et al (1999) ont rapporté I’effet inhibiteur de 1’oleuropéine et de
I’hydroxytyrosol sur cinq souches bactériennes de référence (Haemophilus influenzae ATCC
9006, Moraxella catarrhalis ATCC 8176, Salmonella typhi ATCC 6539, Vibrio
parahaemolyticus ATCC 17802 et Staphylococcus aureus ATCC 25923) et sur quarante-quatre

souches cliniques.

L’étude menée par Romero et al (2007), portant sur cing variétés d’huiles d’olive
espagnoles a révélé une activité bactéricide sur huit souches d’Helicobacter pylori, connu
comme étant la principale cause 1’ulceré gastro-duodénal. Cette activité est liee aux
secoiridoides aglycones en particulier la forme aldéhydique de ligstroside aglycone, qui a la

particularité de résister a I’acidité gastrique pendant plusieurs heures.
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D’aprés Cowan (1999) et Friedman et al (2003), les polyphénols fortement hydroxylés
présentent un potentiel important en tant qu’agents antibactériens. Bien que les effets
antibactériens des composés phénoliques soient bien établis, leur mécanisme d’action n’est pas
encore €élucidé, plusieurs hypothéses ont été proposées afin d’éclaircir leur activité (Boskou,

2009).

I1 a été démontré que le mécanisme de toxicité s’effectue, soit par la privation des ions
métalliques (fer, magnésium), soit par des interactions non spécifiques tel que 1’établissement
des ponts hydrogénes avec les protéines des parois cellulaires (les adhésines), afin d’inactiver
I’adhésion des microorganismes ou bien les enzymes, telle que les enzymes hydrolytiques
(protéases et carboxylases) ou autres interactions pour inactiver des transporteurs protéiques
membranaires ou découplage des réactions énergétiques, ce qui conduit a la dénaturation de la
membrane cytoplasmique entrainant une fuite des constituants cellulaires (Cowan, 1999 ; Zaidi
et al., 2008).

Gréace a un modele de membranes bactériennes artificielles, Casas-Sanchez et al. (2007)
ont montré que 1I’oleuropéine s’intercale entre les phospholipides membranaires et provoque la
déstabilisation de la membrane cytoplasmique ce qui peut avoir comme conséquence une fuite
des constituants cellulaires (phosphate, calcium) qui ont un réle dans le maintien et 1’équilibre
des réserves énergétiques et du pH intracellulaire. Cette perte conduit a la baisse de synthése

des macromolécules (ADN, ARN, protéines).

L’action des composés phénoliques sur la bactérie se fait selon les trois étapes qui suivent

(Bruneton, 1999), apres son adsorption a la surface de la bactérie :
- Saturation des sites de la paroi cellulaire ;
- Saturation des sites de la membrane cytoplasmique ;

- Pénétration dans le cytoplasme.
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3.1. Matériel végétal
3.1.1. Présentation de la zone d'étude

Cette étude a porté sur deux huiles issues de deux variétés d’oliviers de sud Est algérien

dans la région I'Outaya wilaya de Biskra (figure 1).

Portugal Mer Méditerranéenne Sicily
= Espagne = JBizerte
Alger. oy oSHIg Tunk
*Goralta endae®  ® o . —
A’Zooan WKy — MR, aen A ofie " aurel Bouaghi
nigue Mascarse  eTjaret MIAT Batnd 1onesdl
Rabat | . Thmcen ®Saida sDjera
“Casablanca £ eLaghouat
oSafi *
tarr akech Maroc Ouugh'

1. Biskra « 2. Djemorah * 3. El Kantara *
4. M'Chounech « 5. Sidi Okba « 6. Zeribet El Qued

7. Qurlal = 8. Tolga « 9. Ouled Djellal = 10. Sidi Khaled -

11. Foughala « 12. El Outaya

Figure 2:carte de la zone d'échantillonnage

Les échantillons d'olive sont collectés
I'agronomie saharienne annexe El-Outaya (IT

Outaya) wilaya de Biskra.
3.1.2. Description des cultivars

Les olives ayant objet de I’étude ont été

a l'institut technique du développement de

DAS) localisée dans une région oléicole (El-

récoltées sur des arbres en pleine production.

Les échantillons d’olives étudiés et leurs caractéristiques sont illustrés dans le tableau 2 :
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Tableau 2 :caractéristiques des variétes d'olives etudies

7
L X4

Tabelout

golf de Bejaia (Algérie)

Utilisation : Huile

Origine : Zone de montagneuse du

Rendement : elevé (20 a 24%)

7
L X4

Chemlal

Utilisation : Huile

Origine : Centre Algérien Kabylie

Rendement : élevé (18 a 24%)

Les informations concernant la date de récolte, la nature de fruit et leur mode d'extraction

ont été répertoriées dans le tableau 3.

Tableau 3: Les propriétés d’échantillonnage

Mode de Nature Date de Durée de Date de Systéme
cueillette récolte stockage trituration | d'extraction
A la main Séché et Début de 5 jours 20 décembre Méthode

décembre continu
(Un peigne | Extraction
manuel)
Sans cuisson
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3.1.3. Etude phytochimique de fruit

Le but de cette étude est de mettre en évidence les principaux métabolites secondaires des
fruits broyés et séchés. Deux modes de préparation ont été adoptés selon le type de groupe

recherchés :

Préparation de la poudre : les fruites d'olives ont été broyés a I'aide du moulin de café

(mortier), la pate obtenue est séchée a I'étuve a 90°C.

Préparation d’un infusé (a 10%) : 10g de fruits broyés séché dans 100 ml d’eau bouillante,
on filtre apres 15mn (Gherib,2015)

A. Tanins

Nous avons pris 05ml de I’infusé, nous avons ajouté goutte a goutte Iml d’une solution
de Chlorure ferrique (Fe Cls) a 17 : ’apparition d’une coloration verdatre indique la présence

des Tanins cathéchiques, bleu noiratre, Tanins galliques.

Aux 30ml de I’infusé, nous avons ajouté 15ml de réactif de Stiasny (Formol a 307 +
Hcl Concentré 3-1 V/V), aprés chauffage de 30mn au bain-marie, 1’observation d’un précipité

orange indique la présence des tannins cathéchiques (Solfo, 1973).
B. Alcaloides

Nous avons mélangé 5g de la poudre séchée avec 50ml d’Hcl al17 dans un bécher. Apres
maceération, nous avons filtré le mélange a l'aide d'un papier filtre et additionné au filtrat
quelques gouttes de réactif de Mayer (1,36g de Hgcl2+5g de KI dissout dans 100ml d'H20O
distillée), I’apparition d’un précipité blanc indique leur présence (Bouquet, 1972).

C. Flavonoides

Nous avons macéré 10g de la poudre pulvérisée dans 150ml d’Hcl a 1% pendant 24h,

apreés filtration nous avons procédé au test suivant :

10ml du filtrat aprés 1’avoir rendu basique par 1’ajout du NH4OH, aprés 3h, 1’apparition
d’une couleur jaune clair dans la partie supérieure du tube indique la présence des flavonoides
(Okmu, 2005).

D. Saponosides

Nous avons pris 5g de la poudre dans 80ml d’eau distillée puis on a mis le mélange

dans un bécher sur une plaque chauffante jusqu'a 1’ébullition, aprés on a laissé le filtrat refroidir,
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quelques ml du filtrat sont mis dans un tube a essai puis agité. L apparition d’une mousse qui

dure quelques instants indique la présence des saponosides (Karumi et al., 2004).
E. Terpénes et Stérols

Nous avons macéré 5g de poudre dans 20ml d’éther de pétrole, apres avoir filtré et
évaporé la phase organique dans un bain de sable a T 90°C, le résidu est dissout dans 0,5ml
d’acide acétique, en ajoutant 1ml d’H2SO4 concentré, dans la zone de contact entre les deux
liquides un cercle violé ou marron indique la présence des stérols et Terpenes (Dohou et
al.,2003).

F. Anthocyanes

La recherche repose sur le changement de couleur de I’infusé a 107 avec le changement
du PH :

On ajoute quelques gouttes d’Hcl pur a I’infusé puis on observe le changement de la
couleur, ensuite on rajoute quelques gouttes de 'NH4OH, le changement de la couleur indique

la présence d’anthocyanes (Harbone, 1967).

3.2. Techniques d'analyse
3.2.1. La méthode d'extraction de I'huile d'olive

L’extraction de I’huile d'olive a été réalisée par une méthode moderne dans le moulin
moderne d'olive — Biskra. L’huile est obtenue par systéme d'extraction a trois phases qui

comporte quatre etapes :
A. Lavage

Au plus tét aprés la cueillette, les olives destinées a la fabrication de 1’huile sont
débarrasses de toutes impuretés qu’elles soient d’origine végétale (les brindilles et les feuilles)
ou poussieres, pierres et d’autres matiéres solides. Ces impuretés peuvent augmenter le taux
d’acidité des huiles et a en déprécier leurs qualités organoleptiques (odeur, saveur). Puis lavées

I'eau froide.
B. Broyage

Cette opération a pour but de libération de I’huile des tissus végétaux par le broyage des
olives immédiatement (pour éviter toute oxydation) avec les noyaux, qui contiennent un
antioxydant, comme conservateur naturel. Le broyeur métallique a dilacéré les cellules de la

pulpe et écrasé de I'amande, donc la libération d’huile la cavité centrale (vacuole). Avec
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formation de godtes aux dimensions plus grandes qui permettent sa séparation des autres

phases.
C. Malaxage

Le broyage ne suffit pas a briser la totalité des vacuoles contenant I’huile. Pour libérer le
maximum d’huile, un malaxage (a I'aide d'un malaxeur) est appliqué a la pate jusqu'a I'obtention
d'une pate onctueuse pour faciliter I'extraction. On ‘ajout d’eau tiéde pour favoriser I’agrégation
des gouttelettes d’huiles de maniére a en former de plus grosse. Le broyage et le malaxage
permettent d’obtenir une pate qui contient de la matiere solide (débris des noyaux, d’épiderme,

de parois cellulaires, ...) et du fluide (huile et I’eau de végétation).
D. Décantation

La décantation se fait dans un décanteur centrifuge dans lequel les différents composants
de la pate se séparent en fonction de leur densité. L'huile, plus 1égére que la phase aqueuse (les
margines) et les matieres solides (grignons), se recueille séparément a des autres €léments. La

phase supérieure constituée d’huile est récupérée dans un flacon.
Les figures de déférentes étapes d'extraction sont incluses dans lI'annexe 2.
3.2.2. Rendement en huile d'olive
Dans cette étude on a utilisé la méthode par Soxhlet (ISO 659, 1988).

L’¢chantillon a analyser (la pate) subit d’un séchage a I’étuve a 40 °C pendantl4 h afin

d’éliminer les traces d'eau.
Principe

L’extraction de I’huile d'olive est réalisée dans un appareil appropri¢ de type Soxhlet en
utilisant I’hexane comme solvant organique. Aprés I’élimination du solvant d’extraction,

I’extrait obtenu représente la mati¢re grasse contenue dans la prise d’essai.
Mode opératoire
Un ballon, préalablement séché dans une étuve, est pesé : c’est (mi).
10 g de I’échantillon a analyser sont placés dans une cartouche a extraction.

La cartouche contenant la prise d’essai est placée dans 1’appareil a extraction, puis la

Quantité nécessaire du solvant est versée dans le ballon (250 ml).
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Le ballon est adapté a I’appareil a extraction sur un chauffe-ballon réglé a une température
voisine a 1’ébullition du solvant, soit 60°C et le chauffage est conduit dans des conditions telles
que le débit du reflux soit d’au moins 3 gouttes par seconde (ébullition modérée, non

tumultueuse).

Apres 6 heures d’extraction, passer le ballon au rota vapeur, dans le but d’éliminer le
solvant d’extraction ; ensuite, le ballon est chauffé a 1’étuve (60°C / 30-60 mn) pour chasser les

derniéres traces du solvant.
Laisser refroidir et peser le ballon + huile extraite : ¢’est (mf).
Expression des resultats
Le rendement en huile est exprimé en pourcentage de masse du produit ;

Il est déterminée par la formule suivante :

__ (mf-mi)

Rendement en huile % x 100

mf: la masse finale du ballon
mi: la masse du ballon vide
me: la masse initiale de I’échantillon a analyser.

3.3. Analyse des caractéristiques physico-chimiques de I'huile d'olive

Les huiles d’olive obtenues a partir des deux variétés, ont subi des analyses

physicochimiques suivantes :
3.3.1. L’humidité (la teneur en eau) H%

L’humidité est la quantité d’eau contenue dans un échantillon quelconque et qui
disparait sous I’effet du chauffage, elle est quantifiée en masse perdue d’huile par dessiccateur

a I’étuve dans des conditions déterminées (un séchage isotherme a une température de 103°C
1 2°C) (ISO 662, 1998).

Principe

Le taux d’humidité est calculé a partir de la différence de poids d’une prise d’essai

avant et Apres séchage a 1’étuve a une température de 103°C + 2°C pendant 3 heures.

Mode opératoire
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Peser le cristallisoir vide (MO)
Prise d’essai de 10g de 1’échantillon (M1)

Soumettre a I’étuve, le cristallisoir contenant I’huile a une température de 103°C

Pendant 3 heures

Reprendre le cristallisoir et le refroidir dans un dessiccateur
Procéder a une derniére pesée (M2)

Expression des résultats

o M1 - (M2—-M0)
Humidité (%) = M1 X 100

MO : Masse du cristallisoir vide en grammes
M1 : Masse de la prise d’essai en grammes

M2 : Masse du cristallisoir contenant 1’échantillon aprés chauffage en grammes

3.3.2. Dosage de I'acidité libre

L’acidité est la teneur de 1’huile d'olive en acides gras libres résultant de 1’hydrolyse des
triglycérides et exprimée conventionnellement en acide oléique (g/100g d’huile).

L’acidité est mesurée selon la norme (ISO 660, 2003).

L’indice d’acide : correspond au nombre de milligrammes de potasse (KOH)
nécessaire pour neutraliser les acides gras libres dans un gramme de corps gras.
La méthode consiste a doser les acides gras libres par une solution titrée de potasse.

R-COOH + KOH ---r--rcmemmen- R-COOK + H20

Mode opératoire

Remplir la burette gradué avec la solution d’hydroxyde de potasse (0.5 mol.L-1)
Peser environ 10g d'huile d'olive dans un erlenmeyer

Ajouter 50ml du melange éthanol-éther éthylique

Ajouter quelques gouttes de phénol phtaléine

Mettre I'erlenmeyer sur I'agitateur magnétique

Versé progressivement d’hydroxyde de potassium
18
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La fin du dosage est marquée par I’apparition d’une couleur légérement rose.

L'indice d'acide en mg de KOH /g d’huile est calculé selon la formule suivant :

s N
. .. 56.1XVXN
Indice d'acide = —/————

\_ J
s N
T VXMxN

L'acidité % =
10XPr
. J

V : Volume en millilitres de solution titrée de KOH

N : normalité exacte de la solution titrée de KOH

M : masse moléculaire de I’acide oléique adaptée par I’expression 282,5 (huile d'olive)
Pr : prise d’essai en gramme

56,1 : Equivalant gramme de potasse
3.3.3. Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde d’un corps gras est le nombre de milliéquivalents d’oxygene actif
contenu dans 1 kilogramme de produit et oxydant I’iodure de potassium avec libération

d’iode. En effet, cet indice nous permet d’évaluer 1’état de fraicheur de I’huile.
Principe

Repose sur le titrage de 1’iode libéré par une solution de thiosulfate de sodium Na2S20s.

L’indice de peroxyde est mesurée selon la norme (ISO 3960, 2001).
Mode opératoire

1g d’huile d'olive pesés dans une fiole et mélangés avec 10ml de chloroforme ; le tout est
agité

15ml d’acide acétique glacial ainsi que 1ml d’Iodure de potassium (3g.ml-1) sont ajoutés

Le mélange est agité pendant 1mn et laissé reposer pendant Smn a I’abri de la lumicre et

a une température de 15 a 25°C

75ml d’eau distillée sont additionnés suivi d’un titrage de I’iode libéré avec une solution
de thiosulfate de sodium (Na2S203) a 0,01N en agitant vigoureusement et en employant la

solution d’amidon (1g/100ml) comme indicateur jusqu’a disparation de la couleur bleu
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Un essai a blanc est effectué simultanément.

L’indice de peroxyde en milliéquivalent d’O2/kg est calculé selon I’équation :

. . V—V0)x1000XT
Indice de péroxyde = +

T : titre ou normalité de la solution de thiosulfate de sodium (Naz Sz O3)
Vo : volume de thiosulfate versé dans le blanc (en ml)
V : volume de thiosulfate versé dans la prise d’essai (en ml)

M : la prise d'essai en grammes
3.3.4. Etat d'oxydation des huiles - Extinction spécifique

Tous les corps gras naturels contiennent de 1’acide linoléique en quantité plus ou moins
importante. L’oxydation d’un corps gras conduit a la formation d’hydropéroxydes linoléique
qui absorbent la lumiére ultraviolette au voisinage de 266 nm. Si I’oxydation se poursuit, il se
forme des produits secondaires d’oxydation, en particulier les hydroperoxydes et les cétones

insaturées qui absorbent la lumiére 4232 et 270 nm.
Mode opératoire
Une prise de 0,25 grammes de I’huile et dissoute dans 25 ml de cyclohexane

L’absorbance de la solution de matiére grasse est mesurée dans une cuve de quartz par
rapport a celle du solvant utilisé a 1’aide d’un spectrophotometre U.V / Visible a longueur

d’onde spécifiques de 232 et 270 nm.

L’extinction a 232 et 270 nm d’un corps gras brut peut étre considérée comme une
image de son état d’oxydation, plus I’huile est peroxydée et plus I’extinction a 232 et 270 nm
est forte, plus elle est riche en produits secondaires d’oxydation en particulier des
hydroperxydes, des dicétones et des cétones insaturées qui absorbent la lumiere a 232 et 270
nm. (Gharby et al., 2011).

3.4. Dosage des phénols totaux

L’analyse des composés phénoliques dans 1’huile présente un grand intérét étant donne,
d’une part, leur role d’antioxydant naturels et, d’autre part, leur contribution a la flaveur de
I’huile. Le dosage quantitatif des composés phénoliques a été effectué en utilisant le réactif de
Folin- Ciocalteu.

20



Matériel et méthodes Chapitre 3

L’analyse des composés phénoliques dans 1’huile présente un grand intérét étant donné,
d’une part, leur role d’antioxydant naturels et, d’autre part, leur contribution a la flaveur de
I’huile. Le dosage quantitatif des composes phénoliques a éte effectué en utilisant le réactif de
Folin- Ciocalteu. Le réactif employé est un mélange de phosphomolybdate et de tungstate de
sodium qui est réduit lors de 1’oxydation des phénols en un mélange d’oxydes bleus de

tungsténe et de molybdene. L’extraction et le dosage des phénols sont effectués comme suit :

Selon Benrachou (2013), une prise de 30 grammes d’huile filtrée sur Na2CO4 est dissoute
dans 30 ml de méthanol, le mélange est homogénéisé a 1’Ultraturrax 10 000 tours pendant 30

minutes, puis centrifugé a 3500 tours pendant 10 minutes.

La phase supérieure est récupérée dans un ballon de 100 ml et la phase inferieure est
transvasée dans une ampoule a decanter a laquelle sera ajoutée 30 ml de méthanol ; le
mélange est agité pendant 3 minutes puis centrifuger. Ont répété 1’opération 3 fois A la fin de
I’extraction, les 3 phases récupérées sont évaporées grace a un rota vapeur, a une température

de 40°C, puis mis au congélateur (-22°C) pendant 12 heures.

On prend 0,2 ml de la solution méthanolique a laquelle on ajoute 5 ml de ’cau distillée
et 0,5 ml du réactif de Folin-Ciocalteau. Aprés 3 mn, on ajoute 3 ml de solution saturée de

Na2CO3 avec un méme volume d’cau distillée, agiter et laisser reposer pendant 30 min.

A la température ambiante, 1’intensité de la coloration évolue lentement avec le temps.
C’est pour cette raison qu’on laisse le mélange reposer, jusqu’a ce que I’oxydation de tous les
composés phénoliques soit complété. On mesure ensuite 1’absorbance a la longueur d’onde de
725 nm.

L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de composés phénoliques,
exprimée en acide caféique, La quantité en polyphénols totaux est exprimés en ppm (mg/kg)

exprimés en acide caféique) selon la formule suivante :

Polyphénols en ppm (mg kg) = A725 x (Ve 0.2) x (1000 Pe) x 0.06

AT725 : Absorbance & 725 nm.

Ve : volume de I’extrait de la solution méthanolique.
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Pe : prise d’essai de I’échantillon en gramme.
0,06 : coefficient déduit par la méthode exprimé en acide caféique.

3.5. Evaluation de I'activité antibactérienne des huiles d*olives
Les techniques utilisées pour étudier 1’effet des huiles des deux variétés d'olives sont
celles de la diffusion des disques sur gélose (contact indirect) et des dilutions sur milieu solide

(contact direct).
3.5.1. Souches bactériennes utilisées

Les souches qui ont été testées pour déceler 1’activité antibactérienne des huiles d'olives
sont des souches cliniques fournies par le laboratoire de bactériologie de I’hopital Hakim

Saéadan, Biskra.
Deux souches a Gram négatif : Escherichia coli 4367 ; et Pseudomonas aeruginosa
Une souche a Gram positif : Staphylococcus aureus
3.5.2. Standardisation de I’inoculum

Il a bien été établi que la taille de I'inoculum bactérien est susceptible de modifier
largement les résultats des tests de détermination de la sensibilité in vitro pour de nombreux
antibiotiques et chez de nombreuses especes bactériennes (Garrabé et al., 1998). C'est pour cela
que la standardisation de I'inoculum bactérien est un facteur qui contribue de fagon essentielle

a la qualité des résultats de I'antibiogramme.

Les trois souches bactériennes purifiées sont mises en culture séparément a 37°C/24

heures sur un bouillon nutritif puis ensemenceées sur une gélose nutritive a 37°C/24h.

L’étape suivante vise a préparer I’inoculum en prélevant une a deux colonies et les

suspendre dans 9 ml d’eau physiologique stérile (9 g NaCl/l).

La densité de I’inoculum est fixée entre 0,08 a 0,1 a une longueur d’onde de 625 nm
correspondant au standard 0,5-McFarland équivalent & 108UFC/ml. L’ inoculum peut étre ajusté
en ajoutant de la culture si la DO est trop faible, ou bien de I’eau physiologique stérile si elle
est trop forte (Aboun et al., 2001).

3.5.3. Diffusion sur milieu gélosé (contact indiret)
3.5.3.1. Principe

L’activité antibactérienne des huiles d'olives a été évaluée par la methode de diffusion sur

milieu gélosé « aromatogramme », suit le méme principe de 1’antibiogramme décrit par Kirby-
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Bauer (1960) et standardisée par le comité national des normes pour laboratoires cliniques
(Prescott et al., 2003 ; NCCLS, 2003).

Elle est basée sur la diffusion des substances a tester imprégnées sur des disques en papier

qui doivent étre deposes a la surface d’un milieu solide ensemencé (Rey, 2010).

e Mode opératoire

Le protocole suivi pour réaliser cet aromatogramme est rapporté par plusieurs auteurs
(Bisignano et al., 1999; Canadanovic-Brunet et al., 2008; Kappel et al., 2008):

Apres 15 mn de la standardisation de I'inoculum bactérien de trois souches a tester au
standard 0,5-Mc Farland équivalent & 108UFC/ml.

Un écouvillon stérile est trempé dans la suspension bactérienne sert a ensemencer sur un
milieu gélosé Mueller-Hinton coulées dans des boites de Pétri de 90 mm de diamétre, avec une

épaisseur d'au moins 4 mm.

Des disques de papier wattman stérile de 6 mm de diametre sont disposés a distance égale
les uns des autres et de telle fagon a éviter le chevauchement des zones d’inhibition sur la gélose.

Une légere pression sera exercée sur chaque disque afin d'obtenir une bonne adhérence.

Chaque disque est imprégné a 1’aide d’une pipette Eppendorf d’un volume de 10 pl de
I'huile pure et d’une série de dilutions d’huile préparé dans le DMSO
(1/2, 1/4, 1/8, 1/16) correspondant respectivement a 0,5, 0,25, 0,12, 0.06 mg/ml). Sachant que

la concentration de la solution mere de I’huile est des 1 mg/ml.

Des disques imprégnés de 10 ul de DMSO, sont utilisés comme témoin négatif. D’autres
disques contenant de 1’antibiotique de référence (témoin positif) prétes a la comparaison avec

les résultats de I'huile testée.
Toutes les boites préparées ont été incubé pendant 24h a 37°C.
3.5.3.2. Expression des résultats

L’activité antibactérienne a été déterminée en mesurant a 1’aide d’une regle le diameétre
de la zone d’inhibition, déterminée par les différentes concentrations des différentes huiles

autour des disques.

L’activité antibactérienne est considérée comme positive a partir d’un diamétre

supérieur a6 mm (Parck et al., 2006 ; Nath et al., 2008 ; Rahmoun, 2009). Ce produit peut avoir
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Tres forte activité : diamétre > 30 mm
Forte activiteé : diametre 21-29 mm
Moyenne activité : diametre 16-20 mm
Faible activité : diameétre 11-15mm

Petite ou pas d’activité : diameétre <10 mm

Pour obtenir des résultats reproductibles, il faut respecter la régle des trois fois 15minutes
établie par EUCAST 2010 :

L’inoculum préparé précédemment doit étre ensemencé en moins de 15 mn.

Lorsque les boites de pétri sont ensemencées, il faut appliquer les disques dans un délai

maximum de 15 mn.

Lorsque les disques sont déposés, I’incubation est réalisée dans un délai maximum de 15

mn.

3.5.4. Technique de contact direct sur milieu gelosée
3.5.4.1. Principe

Cette méthode consiste a disperser 1’huile a des concentrations variables dans le

milieu de culture gélosé avant sa solidification (Benjilali et al., 1986).

Les huiles d'olives ont étés utilisées sous forme d'émulsions avec le milieu de culture
Mueller-Hinton. L'ensemencement a été réalisé en masse a partir de la dilution 10° de la

suspension bactérienne (suspension mere) a 0.5 Mac Ferland de chaque souche testée.
Mode opératoire

a. Préparations des dilutions de la suspension bactérienne
Apres 15 mn de la standardisation de I'inoculum bactérien de trois souches a testé au
standard 0,5-McFarland équivalent & 108UFC/ml.

Des dilutions de la suspension mére sont préparées jusqu'a 10 avec I'eau physiologique

stérile de chaque souche bactérienne testée.

A partir de la dilution 10 de chaque souche testé, 1ml est déposé dans les boites pétrie

stérile marqué (souche bactérienne ; la date et la variété de I'huile d'olive testé).
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b. Préparations des émulsions de I'huile d'olive

Deux dilutions des deux variétés de I'huile d'olive (chemelal,tabelout) avec le milieu de
culture M-H stérile sont préparés : (1/4, 1/20), dont :

La dilution 1/4 : 1 volume de I'huile d'olive avec 3 volumes de M-H.
La dilution 1/20 :1 volume de I'huile d'olive avec 19 volumes de M-H.

On a agité progressivement sans formation du mouse. Apreés refroidissement, on a coulé
I'émulsion sur les boites contenant 1ml de la dilution 10°. D'autres boites sont préparées comme
un témoin de chaque souche ne contient que la suspension avec le milieu M-H (sans huile). En

homogeénéiser avec des mouvements circulaires (en dessinant des 8 sur la paillasse).

Laisser refroidir la gélose sans la bouger puis incuber les boites ensemencées a 37C°

pendant 24 heures.

Dénombrement des colonies bactériennes.
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Résultats et discussion

4.1. Etude phytochimique des fruits
Les résultats de I'étude phytochimiques des deux variétés de fruit d'olive sont présenté

dans le tableau suivant (Tableau 4) :

Les figures des résultats de 1I’étude phytochimique des deux variétés sont incluses dans

I'annexe 3

Tableau 4 :Résultats de 1’etude phytochimique des fruits d’olive

Substance Les cultivars Presence dans le fruit

Tannins galliques Tabelout -
Chemlal

Tannins cathéchiques Tabelout +
Chemlal

Alcaloides Tabelout +
Chemlal

Anthocyanes Tabelout +
Chemlal

Flavonoides Tabelout +
Chemlal

Saponosides Tabelout -
Chemlal

Terpénes et Stérols Tabelout +
Chemlal

(+) : absence

(-) : présence
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Tanins

L’apparition d’une coloration verdatre indique la présence des tanins catéchiques
(tableau 3) ; Pour le test de confirmation des tanins catéchiques on a obtenu un résultat positif
c.a.d. il y'a des tannins catéchiques (un précipité orange) et il y'a pas des tanins galliques dans

le fruit d'olive de deux variétés.

Les tanins sont des polyphénols qui ont un effet antioxydant fondamental ; des propriétés

antitumorales, antivirales et antibactériennes (Takuo, 2005).
Alcaloides

La présence du précipité blanc faible dans les deux échantillons indique la présence des
alcaloides dans les fruites de I'olive (tableau 3). Ces principes actifs sont connus par ses effets
toxiques a certaines doses (Hartmann et Witte, 1995). Et ils sont autre effet bénéfique telle que
leur utilisation a plusieurs applications pharmaceutiques chez 1’homme (McCalley (2002),
Stockigt et al. (2002)) : Antitumoraux, Antalgiques (morphine), lls sont également des agents

de traitement de la maladie d’Alzheimer : galanthamine.
Flavonoides

L’apparition de deux phases du fond vers le bas du tubes (marron foncé, jaune) montre

que les fruits de 1’olive contiennent les Flavonoides.

Ces principes sont des composés polyphénoliques qui sont abondants dans les végétaux
et les fruits (Babu et al.,2013), ils peuvent avoir des effets bénéfiques sur la santé en raison de
leur propriétés antioxydantes et leur réle inhibiteur a divers stades de développement de la
tumeur, représentent un systeme de défense contre les micro-organismes pathogenes,
antiparasitaires, antibactérienne. (Sohn et al., 2004), I’apport de flavonoides diminue le risque
des maladies cardiovasculaires (Hollman et al., 1999 ; Kyungmi et Susan, 2008), et en plus ils
ont un effet anti-diabétique (Babu et al., 2013).

Saponosides

Aprés la maceration de fruit on a obtenu un résultat negatif des Saponosides grace a

I'absence de la mousse dans le filtrat, donc I'absence des Saponosides dans les fruits.

Actuellement, les recherches montrent que les saponosides isolés a partir des plantes
utilisées dans la médecine traditionnelle, possedent des propriétés antibactérienne et

antifongique (Bouhadjera, 2005).
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Terpenes et Stérols

L’apparition d’un cercle violet entre deux phases noire et orangé montre la présence de
ces groupes chimiques dans les fruits d'olive, la majorité des composés terpéniques sont des
métabolites secondaires sans fonction directe dans la croissance des végetaux, sont
responsables de la couleur et ’odeur des plantes et des épices (piments, curies). Les stérols sont
connus a avoir une efficacité a baisser le cholestérol (Shaghaghi et al., 2014).

Les terpénoides sont connus comme doués de propriétés antifongiques et
antibactériennes. Le mécanisme des terpénoides n'est pas bien connu mais, il pourrait induire

une destruction de la membrane du microorganisme par une action lipophilique (Cowan, 1999).
Anthocyanes

Apres I’ajout de I’Hcl il y'a I’apparition d’une couleur rouge foncé et lorsque on rajoute
la base on remarque une couleur noire dans la partie supérieure du tube, qui montre la présence
des anthocyanes dans les fruits, ces derniers sont des composés importants dans les tissus des
fruits responsable a la couleur des plantes (Patel et Dinesh, 2013), en plus ils ont un réle dans

la prévention des maladies cardiovasculaires et le Cancer (Sun, 2009).

En conclusion, d’apres ces résultats d'étude phytochimique des fruits on peut mettre en
évidence leur richesse en certains principes bioactifs (métabolites secondaires), qu’ils ont des
effets bénéfiques sur la santé tels que : antioxydants, anti-tumoral, antibactérienne et prévention

des maladies cardiovasculaires (MCV).

4.2. Technique d'analyse
Deux méthodes ont été adoptées pour I'extraction des lipides totaux a partir des olives.

La premiere méthode emploie un appareil Soxhlet. L'huile est extraite a l'aide de I'hexane
porté a une température voisine de celle de I'ébullition du solvant, soit 60 °C environ, et la
masse d'huile est déterminée par double pesée. Cette technique est utilisée pour donner une

estimation exacte de la teneur en huile des olives.

La deuxiéme méthode a été réalisée par une méthode moderne dans le moulin
moderne d'olive -biskra-. L'huile est extraite par systeme d'extraction a trois phases : broyage,

malaxage et décantation.

Les résultats obtenus de I’analyse des deux variétés de 1'huile d'olive sont présentés dans

le Tableau 5 :
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4.2.1. Teneur en huile d'olive

La teneur en huile est I’un des paramétres les plus importants a déterminer, elle permet
d'évaluer la quantité (le rendement) de matiere grasse entre les variétés des fruits de I'Olivier
(un effet variétal) donc ne constitue pas un critere de détermination de la qualité de I'huile mais

c'est surtout un critére a envisager lors d'une sélection variétale.

Les résultats obtenus montrent que les fruits des variétés chemlal, tabelout sont
relativement plus riches en huile avec une teneur élevée de 50.3%,48.2% respectivement. Ces
valeurs sont supérieures a celle obtenus par Benaziza et Semad (2016) (tabelout 28.92%),
supérieures aussi a celle obtenu par (Benrachou,. (2013) (Bouricha 16.77%, Limli 17.06%,
Blanquette 14.98%).

Gigon et jeune (2010) affirment que la teneur en huile et en différents constituants de
I'huile varient en fonction du terroir, des pratiques agronomiques locales, de la variété et du
stade de maturation des fruits a la récolte. De nombreuses études montrent qu'au cours la
période de maturité, le pourcentage de I'huile augmente radicalement au début du stade de

maturation et baisse Iégérement quand le fruit dépasse la maturité (Salvador et al., 2001).

4.3. Analyse des caractéristiques physicochimiques des huiles d'olive

4.3.1. L'humidité (%)

Les résultats obtenus d'humidités pour la variété tabelout étudiées est conforme aux
normes établies par le comité oléicole international (COI, 2015) (<0.2%), mais pour la variété

chemlal est Iégerement supérieure aux normes.

La variété chemlal se distingue par leur teneur en humidité légérement élevées de 0.3% ,
suivie par la variété tabelout avec un teneur spécifique 0.2 %, cet résultat est supérieur a celle
trouvée par Benaziza et Semad (2016) (tabelout 0.11%), (Frantoio 0.16%), (Manzanilla 0.18%)
(Abani 0.10%), (Ferkani 0.03%), (Rougette 0.08%).

Le pourcentage d’humidité dans une huile nous informe du risque d’une hydrolyse des
triglycérides (altération hydrolytique) qui conduit a la libération d’acides gras libres dix fois
plus sensibles a I’oxydation que lorsqu’ils sont sous forme liés. Plus le taux d’humidité est

élevé, plus ce risque est important. (Bensalem,2015).

Les taux de I’humidité varient d’un échantillon a un autre, ceci est due probablement au
procédé artisanal d’extraction, dans lequel 1’utilisation de I’eau différe d’un individu a un autre

et non d’une région a une autre. (Bensalem,2015).
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4.3.2. Acidité (%)

L’ Acidité libre permet de controler le niveau de dégradation hydrolytique, enzymatique

ou chimique, des chaines d'acides gras des triglycérides (Abaza et al., 2002).

Les valeurs d’acidité enregistrées chez les variétés étudiées sont < 2, ce qui correspond
selon le COI (2015) aux huiles d’olive vierge, qui correspondant aux (tabelout 1.55%, chemlal
1.41%), les deux variétés ont une acidité libre voisin, ces valeurs sont supérieures a celle trouve
par Benaziza et Semad (2016), (tabelout 0.25%), L acidité est plus faible par apport les variétés
étudiées

D’apres Karleskind et Wolff (1992), un corps gras est a 1’abri de 1’altération par

hydrolyse, si son acidité est < 0,1 %.

Selon Grati (2007) l'acidité est un paramétre de critére de qualité de 1’huile d’olive et ne
devrait guere dépasser 0,3% lorsque 1’huile est obtenue a partir d’olives récoltées a la main et
transformées rapidement avec peu ou sans temps de stockage et a un stade de maturité approprié
(pas tres avancé).

4.3.3. Indice de peroxyde (IP)

L’Indice de Peroxyde, nous révele les premiers degrés d’oxydation de ’huile caractérisés

par la présence de peroxydes ou hydro-peroxydes (Bensalem,2015).

Les résultats obtenus pour les deux variétés étudiées montrent des valeurs inférieures a
(20 meq d’O2/kg), limite fixée par le COI (2015) , une valeur de (5.82 meq d'O2/kg) pour la
variétés tabelout qui est inférieure a la valeur de la variétés chemlal (3.27 meq d'O2/kg) , et les
deux sont inférieurs & ceux rapportés par Benaziza et semad (2016) (tablout 6.8 meq
d'O2/kg),les autre variétés comprises entre un minimum de 5,42 meq d’O2/kg enregistrée pour

la variété Rougette et un maximum de 7,63 meq d’O2/kg pour la variété Abani.

Cet indice nous informe sur les conditions de conservation, des méthodes d’extraction, et
nous aide a apprécier les premicres étapes d’une détérioration oxydative du produit (Tchiegang
et al., 2004 ; Marmesat et al., 2009), acceleré par la présence d’oxygene, la température et
certains catalyseurs. Ces facteurs agissent sur les doubles liaisons des acides gras insaturés pour

former des peroxydes et des hydro peroxydes (Cimato, 1990).
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4.3.4. Extinction spécifigue (Détermination de I’absorbance spécifique aux

rayonnements ultraviolets)

La détermination de 1’extinction a 232 nm a 270 nm est un paramétre de confirmation

d'oxydation des huiles apres l'indice de peroxyde.

L’extinction a 232 nm et 270 nm montre une richesse en produits d’oxydation secondaires

tels que : les hydro peroxydes et les cétones (Arbi Nehdi, 2013). Les résultats obtenus sont

inférieurs aux limites établies par le COI (2015) pour une huile d’olive vierge, (chemlal 2.03;

0.15) ; (tabelout 2.04 ; 0.18) aux longueurs d'onde 232nm ,270nm respectivement.

Selon la norme COI (2015), Ces valeurs indiquent que les huiles d’olives étudi¢es ne

contiennent que peu de produits secondaires d’auto oxydation.

Le tableau suivant résume les résultats de 1’analyse des caractéristiques physicochimiques

des huiles d’olive.

Tableau 5 :Résultats de ’anlyse physicochimique des huiles d’olives:

Humidité (%)

Indice de peroxyde

(meq d’O2/ kg d’huile)

Tabelout

Chemlal

COI (2015)

48.2

0.2

1.55

3.27

2.04

0.18

<2.60

<0.25
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4.4. Dosage des phénols totaux

Les résultats obtenus pour nos échantillons (tabelout ; chemlal) indiquent des taux faibles
en phénols totaux (48.35 ppm,42.20 ppm) respectivement, valeur inferieures a celle trouvee
par Benaziza et Semad (2016) sur des échantillons de la méme région (L'Outaya) avec un taux
de 489,60 ppm pour la variété tabelout, Les autres variétés présentent des teneurs comprises
entre 116,50 et 241,33 ppm. ces variations des teneurs en polyphénols, observées peuvent étre

dues a la différence de degré de maturité des olives avant trituration (Gherib,2015).

Selon Denis (2002), La teneur en composés phénoliques des huiles d'olive vierges dépend

De la variété de I'olive

Du degré de maturité des olives (la teneur baisse avec la sur-maturation des olives)
Du niveau d’infestation des olives par la mouche Dacus oleae

Du climat

De la qualité du sol

Du procédé d'extraction utilisé pour séparer la phase huileuse de la phase aqueuse
Des conditions de conservation de I'huile. ..

Les polyphénols sont reconnus comme composés antioxydants, leur présence dans 1’huile
d’olive est liée a leurs propriétes génerales, amélioration de la stabilité, valeur nutritionnelle et
propriétés sensoriels (Servili et al., 2004), passent dans 1’huile lors de son extraction, parmi ses
composés on a les orthodiphénols (comme I’hydroxytyrosol, ’acide caféique et 1’oleuropéine)

(Gherib,2015).

Selon (Brenes et al.,2006 ; Romero et al., 2007), les composés phénoliques considérés
comme étant des agents antibactériens prometteurs pour le traitement des infections des

systemes gastro-intestinaux ou du systéme respiratoire.

4.5. Evaluation de I'activité antibactérienne des huiles d'olives
Ce travail avait pour but de démontrer si I’huile d'olive a un pouvoir antibactérien sur les
souches bactériennes pathogénes, pour cela, nous avons choisi deux méthodes pour évaluer

I’activité biologique de I’huile.
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4.5.1 Méthode de diffusion sur milieu gélosé (contact indiret)

Cette méthode consistait a mesurer la sensibilité des bactéries a I’huile pure et 1’huile

diluée dans le DMSO ; c'est la méthode de diffusion sur milieu gélosé (Mueller-Hinton).

L’activité antibactériennes de nos huiles est estimée en termes de diamétre de la zone
d’inhibition autour des disques contenant les huiles a tester vis —a-vis les 3 germes choisis
(Tableaux 6).

Aprés 24 h d’incubation a 37 °C, les résultats obtenus sont représentés dans le tableau ci-
dessous. Les valeurs 1/2, 1/4, 1/8, et 1/16 correspondant aux différentes dilutions de

concentration initial (SM) du I’huile dans le DMSO qui est 1mg/1ml.

Tableau 6 : L'effet inhibiteur des huiles d’olives sur les souches bactériennes testées.

Dilutions | Huiles | Solutions | 1/2 | 1/4 | 1/6 | 1/8 | 1/16 | DMSO | ANT
Souches pure | mere ¢) )
E. coli (chemlel) 7.5 9 9 |10 6 |75| 75 0 16.5
E. coli (tabelout) 7 8.5 9 |95 5 7 6.5 0 16.5
s.aureus(chemlal) | ' 7.5 8 18 | 7 | 7|7 0 14
S.aureus(tabelout) 7 7.5 8 |85 7 | 7 | 65 0 14
pacruginosa | 12 9 |95/95| 8|8 |85 0 i
(chemlal)
P.aeruginosa ! 8.5 9 1 9|8 |8 85 0 -
(tabelout)

Remarque ; les diamétres d’inhibition sont en mm (millimétre).

La mesure de diamétre de la zone d’inhibition par les 2 huiles, a révélé que :

- ’absence d’une activité pour les disques témoins négatifs, indique que le DMSO n’a

aucun effet sur les souches bactériennes testées.
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- Une forte activité pour les disques témoins positif, avec des zones d'inhibition de 16.5

mm et 14 mm pour les souches E. Coli et S. aureus, respectivement.

-Les deux huiles possedent un pouvoir inhibiteur faible, les zones d'inhibition détectés

sont inférieures a 10 mm de diametre et parfois aucune zone n’est visible.

Ces résultats est due probablement selon Sévenet et Tortora (1994) au probléme de
diffusion des huiles dans le milieu de culture ; et par conséquent le calcul des diameétres

d'inhibition sera erroné.

Pour cela, la recherche de l'activité antibactérienne avec cette méthode est insuffisante, il
faut cependant utiliser la technique de I'incorporation de I'huile dans le milieu gélosé coulé en
bofites.

4.5.2. Technique de contact direct sur milieu gélosé

Cette méthode a éte utilisée pour la confirmation des premiers résultats et d’essayer de

chercher s’il y'a activité a une certaine concentration.

Aprés avoir mélangé I’huile d'olive avec le milieu de culture & deux concentrations
(1/4,1/20), ’ensemencement a été effectuée en masse suivi par une incubation a 37°C pendant
24 h. Un dénombrement des colonies bactériennes de chaque souche dans chaque variété et

dans les deux dilutions a été effectué avec un compteur de colonies.

On obtient des nombres des colonies indénombrables supérieurs a 300 colonies dans le
témoin de chaque souche, avec diminution de ce nombre observé dans les deux variétés de

I'huile d'olive avec les deux dilutions (1/4,1/20),

On observe que la dilution 1/4 est la dilution qui inhibent un nombre important des
colonies par rapport la dilution 1/20 (la dilution 1/4 est la plus concentré que la dilution 1/20).

On observe que la souche E. coli est la souche la plus sensible aux deux variétés des huiles
(un nombre important d'inhibition des colonies dans la dilution 1/4,1/20) par rapport les autres
souches testées, ce qui est confirmé par Karaosmanoglu et al. (2010), qui ont rapporté une

inhibition totale d’E. coli en utilisant une variété turque d’huile d’olive extra vierge.

Ces résultats présentent la réeponse des bactéries en présence des deux variétés des huiles
d'olives qui a une activité antibactérienne sur les trois souches testé ; et qui sont confirmé par
Laincer (2017) : les variétés tabelout, chemelal inhibent 108 au bout d’une 1 heure d'incubation

; chez les souches : E.coli ; S. aureus ; P. aerugenosa .
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Une étude menée par Medina et al. (2006), ils ont montré que les huiles d’olive extra
vierge de deux variétés Espagnol (Picual et Arbequina) semble avoir un effet bactéricide vis-a-

vis de la souche S. aureus, ce qui est en accord avec nos résultats.

Les propriétés antimicrobiennes de I’huile d’olive ont été démontré par plusieurs études
(Tungel et al., 1993 ; Medina et al., 2006 ; Brenes et al., 2007). Dans notre travail, ’activité est
détectée pour les deux échantillons vis-a-vis les souches testées.

La sensibilité des souches aux différents composés présents dans ces huiles a savoir : les
acides gras (Andrew et al., 2003), composés phénoliques (Karaosmanoglu et al., 2010)

composés volatils (Carvalho et Caramujo., 2008).

Les principaux composés de I’huile d’olive sont l'acide oléique mono insaturé (72%) et
I'acide linoléique (21%) (Carvalho et Caramujo, 2008). D’aprés Kabara et al. (1972), le nombre
de doubles liaisons et leur position de chaine peuvent contribuer a un taux d'inhibition. En outre,
Ouattara et al. (1997) et Zheng et al. (2005), ont montré que 1’acide linoleique (C18 :2) posséde
une meilleure activité inhibitrice par rapport a ’acide oléique (C18 :1), acides gras saturés et
acide gras insaturés, généralement les huiles des variétés algériennes sont caractérisées par le
taux le plus élevé en acide oléique (>60%.) et I’acide linoleique (>8%) (Laribi et al., 2011) ce

qui peut contribuer a I’activité antibactérienne de nos échantillons.

Les bactéries Gram positif sont particulierement sensibles aux activités antibactériennes
des acides gras par rapport aux bactéries Gram négatif, (Bergsson et al., 2002). En effet, Dilika
et al. (2000) révelent que 1’acide linoleique et 1’acide oleique posseédent une activité
antibactérienne élevée vis-a-vis les bactéries Gram positif. Contrairement a nos résultats on
retrouve que la souche E. coli est une bactérie & Gram négatif est plus sensible par rapport les
autres souches testées, ce qui est on accord avec les résultats de Karaosmanoglu et al. (2010),
ont rapporté une inhibition totale d 'E. coli en utilisant une variété turque d’huile d’olive extra

vierge.

Contrairement aux résultats de Medina et al. (2006), qui ont travaillé sur les différents
types de I’huile y compris 1’huile d’olive. Aucune distinction de 1’activité antibactérienne par

rapport les bactéries de Gram.

L’activité antibactérienne de 1’huile peut étre également liée aux composés phénoliques
(Medina et al., 2006 ; Brenes et al., 2007 ; Romero et al., 2007 ; Karaosmanoglu et al., 2010.,

Laribi,2015), la composition des huiles en polyphénols pourrait contribuer a I’activité observée,
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(Bisignano et al. 1999 ; Tuck et Hayball. 2002 et Cicerale et al. 2011), ont démontré que 1’effet

inhibiteur de I’hydroxytyrosol contre des souches a Gram positif et a Gram négatif.

Baranowskiet Nagel (1982) et Karaosmanoglu et al. (2010), ont constaté que 1’acide
caféique possede une activité antibactérienne. Aziz et ses collaborateurs, (1998), ont également
rapporté que les acides caféiques, p - benzoique, vanillique, inhibent la croissance d'Escherichia
coli, cela pourrait expliquer en partie 1’activité de nos échantillons vis-a-vis E.coli, les
flavonoides et plus exactement la lutéoline, exercent aussi un pouvoir antibactérien intéressant
(Xu et Lee, 2001 ; Karaosmanoglu et al., 2010) .

D’autres composés de I’huile d’olive montrent également une activité antibactérienne
parmi ces composés les aldéhydes. En effet une étude réalisée par Carvalho et Caramujo (2008)
a montre que les aldéhydes saturés et insaturés de I'huile d’olive (hexanal, le nonanal, (E)-2-
hexénal, (E)-2-hepténal, (E)-2-octénal et (E)-2-nonénal) sont efficaces contre les souches a

Gram positif et & Gram négatif.

L'activité¢ antibactérienne testée peut également résulter d’une synergie entre les
composés présents dans I’huile d’olive. 11 est probable que I’augmentation de 1’activité soit due
a une modification des propriétés de la substance responsable de 1’activité en présence d’autres
composés d’huile (Pereira et al., 2007), aboutissant a une combinaison de deux composants

actifs (majeur ou mineur) agissant en synergie (Pereira et al.,2007).

On peut conclure que les huiles d'olive de nos échantillons de deux variétés (tabelout,

chemlal) ont un effet inhibiteur vis-a-vis les trois souches bactériennes testé.
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Conclusion

L’huile d’olive est le produit méditerranéen par excellence. Elle est la principale source
de matieres grasses et d’autre composés chimiques mineurs qui sont connus pour leurs effets

bénéfiques sur la santé humaine.

Ce travail permet d’évaluer les caractéristiques physico-chimiques de deux variétes,

introduites dans la région de L'Outaya Biskra (sud-est d’Algérie).

Les résultats d’analyses physicochimique effectués sur les deux échantillons d’huile
d’olive rejoignent les normes fixées par le COI relative a la catégorie des huiles d’olive vierge :

un rendement ¢élevé d’huile attend 50.3% pour la variété chemlal.

Les pourcentages d’acidité sont inférieurs ou égale < 2 permettent de les classer dans la
catégorie des huiles d’olive vierge (tabelout 1.55% ; chemlal 1.41%), et I’indice de péroxyde

inferieures aux norme (<20).

On obtient des taux faibles en phénols totaux (tabelout 48.35 ppm et chemlal 42.20 ppm)
ces variations des teneurs en polyphénols peuvent étre dues a la différence de degré de maturité

des olives avant trituration.

Pour les résultats de I’évaluation du pouvoir antibactérien sur les souches pathogénes on
constate que les trois souches testées sont sensibles aux deux variétés d’huile d’olive, qui est

confirmé par plusieurs études.

Ces résultats restent partiels et d’autres travaux sont nécessaire ; soit une étude sur d'autre

variétés avec une détermination de la teneur en acide gras présent dans I'huile d'olive.

Faire des études pour tester le pouvoir antibactérien, antifongique sur d’autres souches

soit de I’huile pure ou testé leurs polyphénols.
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Annexes

Annexe 1

Tableau 7: Composition en acide gras d'une huile d'olive

Acides gras

Formule brute

Olivier et al(2003)

Codex alimentarius

(%) (2003) (%)
Acide myristique Cu:0 Traces <0,1
Acide palmitique Ci:0 7,5-15,6 7,5-20
Acide palmitoléique Ci6:1 o7 0,3-1,9 0,3-3,5
Acide margarique Ci7:0 <0,3 <05
Acide margaroléique Ci7:1 8 <0,5 <0,6
Acide stéarique Cis:0 1,4-3,4 0,5-5
Acide oléique Cis:1 9 60,9 - 82,1 55-83
Acide vaccinique Cis:l o7 0,7-3,6 -
Acide linoléique Cis:2 w6 4,5-16,1 3,5-21
Acide o-linolénique Ci8:3 ®3 0,4-1,2 <15
Acide arachidonique C20:0 0,3-0,5 <08
Acide gadoléique C20:1 @9 0,2-0,5 -
Acide béhénique C22:0 <0,2 <0,2
Acide lignocérique Cas 0 <01 <1
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Annexe 2

Les figures de déférentes étapes d'extraction :

Figure 6 :Lavage (photo originale)

Figure 7: Malaxage Broyage (photo originale)
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Figure 9:Centrifigeuse (photo originale)
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Figure 10 : Filtration d’huile (photo originale)
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Annexe 3

Figure 11 : Résultats de I'étude phytochimique (v.chemelal)

Figure 12:Résultats de I'étude phytochimique (v.tabelout)
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Résumés

Les résultats de I’analyse phytochimique, Les caractéristiques physico-chimiques et le dosage des
composés phénolique d’huiles, ainsi que 1’évaluation de pouvoir antibactérien vis a vis trois souches pathogénes
ont montré I’existence des substances bioactives tels que : les tannins cathéchiques, les alcaloides, les anthocyanes
et les flavonoides, ainsi que des teneurs en acidité de : (1.41% pour la variété chemlal,1.55% pour la variété
tabelout), I’indice de péroxyde avec des valeurs de : (5.82/ 3.27meq d’O2/ kg d’huile) pour les deux variétés
respectivement, un rendement de (50.3%,48.2%) pour chemlal et tabelout. Les polyphénols totaux avec des valeurs
(42.20 ppm, 48.35 ppm) pour chemelal et tabelout. L’évaluation du pouvoir antibactérien a montre que les souches

testées sont sensibles & ces deux variétés.
Mots clés : Huile d'olive, Variétés, Caractéristiques physicochimiques, pouvoir antibactérienne, polyphénols.
Abstract

The results of the phytochemical analysis, the physicochemical characteristics and the determination of the
phenolic compounds of oils, as well as the evaluation of antibacterial power vis-a-vis three pathogenic strains
showed the existence of the bioactive substances such as: the tannins cathechics, alkaloids, anthocyanins and
flavonoids, as well as acidity contents of: (1.41% for the chemlal variety, 1.55% for the tabelout variety), the
peroxide value with values of: (5.82 / 3.27meq of O2 / kg of oil) for the two varieties respectively, a yield of
(50.3%, 48.2%) for chemlal and tabelout. Total polyphenols with values (42.20 ppm, 48.35 ppm) for chemelal and

tabelout. The evaluation of the antibacterial power shows that the strains tested are sensitive to these two varieties.

Key words: Olive oil, Varieties, Physicochemical characteristics, antibacterial power, polyphenols.



