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Résumé

Introduction. L’huile d’olive (HO) est largement utilisée dans la médecine traditionnelle sous
différentes formes, en raison de sa richesse en substances anti-oxydantes qui sont impliquées
dans la lutte contre le stress oxydatif qui prédispose 1’organisme humain a des maladies
inflammatoires notamment 1’asthme. La richesse de ’HO en métabolites secondaires peut étre
affectée par plusieurs facteurs tels que le climat (la pluviométrie, la température), la saison de
récolte, la variété et la maturation des olives.

Objectifs. i)-examiner 1’effet de 1’origine géographique, la saison oléicole et le stade de
maturation des olives sur la composition de I’HO en polyphénols et en flavonoides, et ii)
évaluer leurs activités anti-oxydante, anti-inflammatoire et antibactérienne.

Méthodes. Neufs échantillons de I’HO de la variété Chemlal provenant de différentes localités
de la région de Kabylie (notamment au niveau de Boukhalfa, Mechtras, Ouaguenoun et Ifri
Ouzellaguen) ont été étudiés. L’extraction des composés phénoliques de I’HO a été réalisé par
extraction liquide-liquide. L'activité¢ anti-oxydante des extraits a été évaluée en utilisant le
procédé au 2,2 diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH). L’activité anti-inflammatoire a été
examinée par le test d’inhibition de la dénaturation thermique des protéines. L'activité anti-
bactérienne a ét¢ déterminée par la méthode de diffusion sur milieu gélosé, sur des germes
isolés a partir de crachats de patients asthmatiques.

Résultats. Le taux de polyphénols varie selon la région, la saison et la maturation des olives,
nous avons noté le taux le plus élevé en polyphénols dans I’HO issue de Ouaguenoun (saison
2009) avec un taux de 72.05mg EAG/kg de MS. Les résultats obtenus montrent une corrélation
significative entre la concentration totale en composés phénoliques et I’activité anti-oxydante.
Cette derniere est affecté par le type d’HO, dont ’HO de Ouaguenoun possede la valeur la plus
¢levé (70.85 mg EAA/kg). Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation thermique de la BSA
des extraits méthanoliques est compris entre 13,39% et 39,59%. Le meilleur pouvoir anti-
inflammatoire est obtenu avec I’HO de Ouaguenoun (39.59%). En effet, L’activité anti-
inflammatoire est également affectée par les trois facteurs testés, ce qui pourrait moduler la
composition et la concentration des molécules bioactives dans I’HO. Cependant, les extraits de
I’HO de Ouaguenoun des saisons 2009 et 2011 possédent la meilleure activité antibactérienne
avec des zones d’inhibitions de 8 mm de diamétre sur les souches bactériennes isolées de
patients asthmatiques (E. coli et K. pneumoniae). De plus, les différentes HO étudiées montrent
une activité antibactérienne plus intéressante contre Staphylococcus aureus avec des diametres
de zone d’inhibition allant jusqu’a 10mm et des (CMI) et (CMB) de 0.8mg/ml et Img/ml
respectivement.

Conclusion. Nos résultats montrent que 1'origine géographique, la saison oléicole et le stade
de maturation des olives sont des facteurs qui influencent de maniere significative la quantité
de composés phénoliques de 1'huile d'olive, ainsi que leurs activités biologiques. L’HO de la
région de Kabylie notamment celle de Ouaguenoun pourrait avoir un potentiel thérapeutique
dans les maladies inflammatoires en particulier 1’asthme.

Mots clés. Huile d’olive, saison oléicole, maturation des olives, polyphénols, activité
anti-oxydante, activité anti-inflammatoire, activité antibactérienne.



Abstract

Introduction. Olive oil (OO) is widely used in traditional medicine in different forms, due to
its wealth of antioxidants that are involved in the fight against oxidative stress that predisposes
the human organism to inflammatory diseases including asthma. Polyphenols are the largest
group of secondary metabolites in OO and can be affected by several factors such as climate
(precipitation and temperature), season of harvest, variety and maturation of olives.

Aims. 1) To examine the effect of geographical origin, the harvesting season and olive
maturation on the polyphenols composition of OO, and ii) to evaluate their antioxidant, anti-
inflammatory and antibacterial activities.

Methods. Nine samples of the OO of the Chemlal variety collected from different locations
of the Kabylie region (Boukhalfa, Mechtras, Ouaguenoun and Ifri Ouzellaguen) were studied.
Extraction of the phenolic compounds was carried out by liquid-liquid extraction using the
Folin Ciocalteu reagent. The antioxidant activity was evaluated using 2,2 -diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) method. The anti-inflammatory activity was examined by the protein
denaturation inhibition. The anti-bacterial activity was determined by the diffusion method on
agar medium, on bacterial strains isolated from sputum of asthmatic patients.

Results. The polyphenols content varies according to the region, the harvesting season and the
maturation of the olives. The best polyphenol rate (72.05 mg EAG / kg of OO) was observed
with the Ouaguenoun OO (season 2009). Interestingly, we show a positive correlation between
the total concentration of phenolic compounds and the antioxidant activity. The latter is also
affected by the same factors, and the highest percent of DPPH inhibition was obtained with the
Ouaguenoun OO (70.85 %). The percent of BSA denaturation inhibition of the different
methanolic extracts was between 13.39% and 39.59%. However, the maximum anti-
inflammatory activity was demonstrated with Ouaguenoun OO (39.59%). In fact, the anti-
inflammatory activity is also affected by the three tested factors. Similarly, the Ouaguenoun
OO from 2009 and 2011 seasons showed the best antibacterial activity with inhibition zones
of 8 mm on bacteria isolated from asthmatic patients (E. coli and K. pneumoniae). In addition,
all the studied OO showed an interesting antibacterial activity against Staphylococcus aureus
with inhibition zone of 10 mm and (MIC) and (MBC) of 0.8 mg / mL and 1 mg / mL,
respectively.

Conclusion. The geographical origin, the harvesting season and the olive maturation stage
significantly affected phenolic compound content of OO, as well as their biological activities.
The OO of the Kabylie region specifically from Ouaguenoun area may have a therapeutic
potential in inflammatory diseases including, asthma.

Keywords. Olive oil, harvesting season, olive maturation, polyphenols, antioxidant activity,
anti-inflammatory activity, and antibacterial activity.
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Introduction générale

Introduction générale

En Algérie, la culture de I’olivier constitue une composante importante du processus du
développement durable (Sahli et Mekersi, 2005). L’olivier peut supporter des conditions
climatiques défavorables (température €levée, exposition solaire, sécheresse, salinité), qui
stimulent la biosynthése des métabolites secondaires tels que les polyphénols, notamment les
flavonoides. La distribution des métabolites secondaires peut changer pendant le

développement de la plante (Falleh ef al., 2008).

En raison de potentiels bénéfices que 1’huile d’olive pourrait apporter a la santé humaine
(nutritionnels, sanitaires, et sensoriels) elle suscite de plus en plus I'intérét des chercheurs et

des consommateurs (Fedeli, 1977 ; Haddada et al.,2007).

Les bienfaits de la consommation de I’huile d’olive ne sont pas uniquement dus a 1’acide
oléique et ne sont pas tous liés au métabolisme lipidique. En effet, d’autres substances a
propriétés anti-oxydantes ont des effets bénéfiques sur la santé, car elles interviennent dans la
lutte contre le stress oxydant impliqué dans diverses pathologies notamment 1’asthme, les

maladies cardiovasculaires et certains types de cancers (Covas, 2007).

Au cours de ces dernieres années, 1’intérét porté sur les composés phénoliques de 1’huile
d’olive a augmenté a cause de leurs activités biologiques, jouant ainsi un role important dans
la santé humaine. Ils constituent une large classe de métabolites secondaires, qui sont des

dérivés d’oléuropeine et de ligstroside (Bravo, 1998 ; Ryan et al., 2002).

Plusieurs études ont démontré la capacité anti-oxydante des polyphénols de 1’huile
d’olive (Visioli et al., 2002 ; Servili et al., 2009). En plus de I’inhibition de la peroxydation
des lipides, les composés phénoliques piegent les radicaux libres et par conséquent protégent

le corps humain (Cicerale et al., 2009).

La teneur de I’huile d’olive en composés phénoliques dépend de plusieurs facteurs,
comme la variété, les conditions climatiques, le degré de maturation des olives et la technologie
d’extraction de I’huile (Servili et al., 2004). De nombreux travaux de recherche sont consacrés

a I’¢tude de I'influence de ces différents facteurs sur la fraction phénolique de 1’huile d’olives.

D’autres études se sont focalisées sur la détermination du profil en composés phénoliques
de I’huile d’olive vierge par différentes techniques d’analyse, notamment par HPLC

(Montedoro et al., 1992 ; Rovellini et al., 1997 ; Owen et al., 2000 ; Bendini et al., 2003 ; De
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La Torre-Carbot et al., 2005 ; Rovellini, 2008 ; Bubonja-Sonje et al., 2011). Un autre volet de
recherche trés important sur les polyphénols de I’huile d’olive concerne 1’é¢tude de leurs

différentes propriétés biologiques.

Néanmoins, la recherche de nouvelles thérapies pour les maladies inflammatoires devient
nécessaire afin d’éviter les effets secondaires de la thérapie conventionnelle et de son
inefficacité. De ce fait, la recherche de thérapies antiasthmatiques devrait s’orienter vers la
recherche de composés capables d’empécher le stress oxydatif, de réduire I’inflammation ou

d’inhiber la prolifération de germes pathogenes dans le cas d’infections respiratoires.

En outre, beaucoup de travaux de recherche ont montré que les polyphénols de I’huile
d’olive ont une haute activité antimicrobienne contre un large spectre d’especes pathogenes
(Medina et al., 2006 ; Karaosmanoglu et al., 2010). L’oleuropéine (Bisignano et al., 1999 ;
Furneri et al., 2004) et I’hydroxytyrosol (Bisignano et al., 1999) inhibent ou ralentissent la
croissance de plusieurs bactéries. La maitrise des infections bactériennes devient complexe du
fait de I’émergence de bactéries résistantes aux antibiotiques. De nombreux cas de bactéries
multi résistantes sont rapportés en Algérie (Bouzenoune et al., 2009), pour cela le
développement de nouveaux agents thérapeutiques s’avere indispensable pour lutter contre ce

phénomene.

Bien que I’huile d’olive a fait I’objet de plusieurs études notamment dans 1’investigation
de ses activités biologiques, cependant, trés peu ont rapporté I’effet (de la saison de cueillette,
le type, ’année d’extraction, la région, la couleur des olives) sur des germes responsables
d’infections respiratoires notamment 1’asthme, afin de rechercher une meilleure alternative

pour le traitement.

L’objectif de cette étude était d’examiner quelques activités biologiques a savoir
I’activité anti-oxydante, anti- inflammatoire et I’évaluation antibactérienne des extraits
méthanoliques de 1’huile d’olive locale, une étude comparative entre neuf variétés d’huile
issues de diverses régions de la Kabylie a été évaluée sur trois paramétres a savoir I’origine, la
saison olé€icole et le stade de maturation des olives sur les composés phénoliques de 1’huile

d’olive.
Pour cela notre travail a été réparti en deux parties :

La premiére partie : (Synthese bibliographique) comprend deux chapitres ; le premier chapitre

est consacré a 1I’étude botanique de I’espece Olea europea et les métabolites secondaires, le

2
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deuxiéme chapitre est consacré a I’étude de I’huile d’olive et ses activités biologiques

notamment ses propriétés anti-asthmatiques.

La deuxiéme partie : (partie expérimentale) comprend aussi deux chapitres dont le premier
chapitre est consacré aux matériels et méthodes, le deuxiéme chapitre est consacré pour la
présentation de I’ensemble des résultats obtenus et leur discussion, avec une conclusion et

quelques perspectives.



Partie 1

Synthese
bibliographique



Chapitre 1

Olive et huile d’olive



Chapitre I Olive et huile d’olive

I. Présentation de la famille des Oleaceae

La famille des Oleaceae est une famille de plantes dicotylédones qui comprend 900
especes réparties en 25 a 26 genres. Ce sont des arbres et des arbustes ou parfois des lianes, a
feuilles entieres opposées, simples ou composées pennées, sans stipules. L'inflorescence des
fleurs de la famille est une cyme bipare, souvent modifiée dans son apparence en grappe ou en
panicule. Cette famille comporte de nombreuses plantes exploitées pour leurs essences ou
cultivées pour 1I’ornementation. La plupart de ces espeéces sont aussi bien utilisées dans la

médecine traditionnelle que dans la médecine moderne (Juddet et a/.,2002).
I1. Classification

La classification botanique de I’olivier selon GUIGNARD (2004) :
Embranchement : Spermaphytes

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous classe : Astéridées

Ordre : Lamiales

Famille : Oléacées

Genre : Oléa

Espece : Oléa européa

I1I. Description botanique

Les oliviers sont des arbres de morphologie différente, ils se différencient selon plusieurs

critéres on distingue des oliviers avec des ;
Hauteur: de 5a 15 m
Largeur:de4a12m
Feuillage : persistant

Floraison : avril a juin
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Fructification : juin a aout
Origine : Asie, bassin méditerranéen
IV. Répartition de la culture de I’olivier en Algérie

En Algérie, I’olivier compte environ 32 millions d’arbres distribués sur une superficie
d’environ 328.884 hectares soit 34,09% du verger arboricole national. L’olivier, de part ses
fonctions multiples de lutte contre 1’érosion, de valorisation des terres agricoles et de fixation
des populations dans les zones de montagne, s’étend sur tout le territoire national, il se
concentre notamment dans trois principales régions : la région du Centre (54%), la région de
I’Est (29%) et la région de I’Ouest (17%). Pour la région centre, I’essentiel du verger oléicole
de cette zone (95%) est occupé par les wilayas de Bejaia, Tizi-Ouzou et Bouira. Les wilayas
de Guelma, Sétif, Jijel et Skikda détiennent (68%) du verger oléicole de la région Est ; et enfin,
la région Ouest (71%) du verger est occupée par les wilayas de Mascara, Sidi Bel abbés,

Relizane et Tlemcen (Sekour, 2012).
V. Olive

L’olive est le fruit de I’olivier, arbre fruitier caractéristique des régions méditerranéennes.
La couleur de I’olive dépend du moment de sa cueillette, d’abord verte avant maturation, puis

rose ou tournante a maturation et enfin vire au noire aprés maturation (Zarrouk et al., 1996).
V.1. Définition de I’huile d’olive

L’huile d’olive vierge est I’une des huiles végétales les plus appréciées dans le monde,
c’est une huile végétale du fruit de I’olivier Oléa europaea obtenue seulement par des méthodes
mécaniques ou d'autres procédés physiques dans des conditions thermiques notamment qui
n'entrainent pas d'altération de I'huile et n'ayant subi aucun traitement autre que le lavage, la

décantation, la centrifugation et la filtration (Pefialvo et al. 2016).
V.2. Composition de I’huile d’olive

L’huile d’olive comprend une fraction saponifiable constituée d’acides gras et de leurs
dérivés, et une fraction insaponifiable qui est représentée par les stérols, les alcools
aliphatiques, les pigments, les hydrocarbures, les composés aromatiques, les tocophérols et les

composés phénoliques (Berra, 1998).
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L’acide Oléique constitue le principal représentant des acides gras mono insaturés

majoritaires dans 1’huile d’olive dont :

= AGS (16 :0, 18 :0) avec une proportion de 15,0%

= AGMI (18 :1) avec une proportion de 77%

= AGPI (18 :2 n-6) avec une proportion 7,4%

= AGPI(18:3 n-3) avec une proportion 0,6% (Dubois ef al., 2008).

La composition chimique de 1’huile d’olive dépend largement de la variété, du degré de

maturité, des procédés d’extraction et des conditions de stockage (Dugo et al., 2004).

Tableau 01 : Pourcentage des acides gras dans I’huile d’olive (Harwoode et Aparico, 2000).

Acide gras Pourcentage

Acide myristique <0.05
Acide palmitique 7.5-20
Acide palmitoleique 0.3-3.5
Acide heptadécanoique <03
Acide heptadécénoique <03
Acide stéarique 0.5-5
Acide oleique 55-83
Acide linolénique 35-21
Acide linoléique <09
Acide arachidique <0.6
Acide eicosénoique <04
Acide béhenique <0.2
Acide lignocerique <0.2
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V.3. Métabolites secondaires
V.3.1. Les composés phénoliques

Constituent un des groupes les plus nombreux et les plus largement distribués des
substances dans le royaume des végétaux avec plus de 8000 structures phénoliques présentes

dans tous les organes de la plante (Lugasi et al., 2003).

Les fonctions principales attribuées a ces composés chez les végétaux sont la protection
contre les pathogenes et les herbivores ainsi que la limitation des dommages dus aux radiations

UV (Lebham, 2005).

Les composés phénoliques forment le groupe des composés phytochimiques le plus
important des plantes (Xiuzhen et al., 2007). Ces substances sont dotées de certaines activités

biologiques.

Les principales classes de composés phénoliques sont : les acides phénoliques (acide
caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides qui représentent
plus de la moitié des polyphénols, les tanins, et les coumarines (King et Young., 1999 ; Tapiero

et al.,2002).
V.3.2. Les flavonoides

Le terme flavonoide désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a

la famille des polyphénols (Seyoum et al., 2006).

Du point de vue structurale, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de

molécules, en effet plus de 6400 structures ont été identifiées (Harborne et Wiliams, 2000).

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont les plus importantes
sont : flavones, isoflavandiols, flavanols, flavondiols, aurones, chalcones, anthocyanes

(Effendi et al., 2008).
V.3.3. Propriétés pharmacologiques des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont reconnus par leurs activités biologiques nombreuses qui
comprennent des activités antibactériennes, anticancéreuses, antifongiques, analgésiques, anti-
inflammatoires, diurétiques gastro-intestinales, anti-oxydantes (Harborne, 1998 ; Bruneton,

1999).
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Les flavonols et les flavonones représentent environ 80% des flavonoides connus, ils
diminuent la perméabilité des capillaires sanguins et renforcent leur résistance. Souvent anti-
inflammatoires, ils peuvent étre antiallergiques, hépato-protecteurs, diurétiques, antibactériens

et antiviraux (Bruneton, 1999).
VI. Intérét thérapeutique de I’huile d’olive

L’huile d’olive est riche en substances anti-oxydantes qui sont impliquées dans la
protection de certaines maladies : maladies cardiovasculaires, certaines cancers et maladies

neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson) (Servili et al., 2004).

D’autre part, les composés phénoliques de I’huile d’olive ont un effet positif sur les
lipoprotéines, les plaquettes, les marqueurs d’inflammation, le fonctionnement cellulaire et

I’activité antimicrobienne (Cicerale ef al., 2009).

La consommation régulicre de cette huile est importante pour lutter contre certains
troubles de I’appareil digestif et hépatobiliaire, I’ostéoporose et contribue au renforcement du

systeme immunitaire (Ghedira, 2008).
VII. Antioxydants

Les antioxydants sont des molécules susceptibles d’inhiber la propagation des especes
réactives de 1’oxygene. Ils peuvent agir en réduisant ces especes, en les piégeant pour former

un composé stable, en séquestrant le fer libre et en générant du glutathion (Favier, 2003).
VII.1. Effet des antioxydants sur la santé humaine

Lors de la photosynthese, les plantes fabriquent des substances anti-oxydants pour se
protéger des effets déléteres des radiations solaires. Par conséquent, des vitamines (C, E,
caroténoides) et des enzymes (catalases, peroxydases) sont synthétisés. De plus, ces plantes
¢laborent des flavonoides qui préviennent 1’oxydation. Ces substances jouent deux roles au
niveau de la plante : celui d’un filtre solaire et celui d’un antioxydant vis a vis des radicaux
libres produits par les radiations. Tous ces antioxydants sont directement assimilables par notre
organisme quand on consomme des végétaux ou des produits dérivés de ceux-ci. Il existe une
forte corrélation entre la consommation de 1égumes et de fruits et une moindre incidence des
maladies cardio-vasculaires et les cancers. Les antioxydants végétaux ont des propriétés

protectrices en matiére de vaisseaux sanguins, leurs vertus antivieillissement et leurs
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implications probables dans la prévention des pathologies liées au stress oxydatif (Guitoune et

Selli, 2015).
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I. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est le déséquilibre entre la génération des Especes réactives de
I’oxygene (E RO) et la capacité du corps a les neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs,
ce déséquilibre a pour conséquences ’apparition de dégats souvent irréversibles pour les
cellules (Aravodis, 2005). Les cibles biologiques les plus vulnérables a cet endommagement
oxydatif sont : I’acide désoxyribonucléique (ADN) par des modifications des bases et des
cassures des brins (Rehman et al.,, 1999), les protéines (modification structurales et

fonctionnelles) et les lipides a savoir peroxydation lipidique (Hu et al., 2005).

Le stress oxydatif est impliqué dans de trés nombreux désordres et maladies :
athérosclérose, la cancérogenese, I’arthrite, I’asthme, la maladie de Parkinson, la maladie
d’Alzheimer, le mongolisme, les maladies cardiovasculaires, arthrose, cataracte, le diabéte,

chute de cheveux et le vieillissement (Guitoune et Selli, 2015).
I1. Les défenses anti-oxydantes des bronches

Pour lutter contre le stress oxydant, I'organisme posséde un systéme antioxydant tres
développé présent au niveau de 1'épithélium bronchique et qui est constitué a la fois de systémes
enzymatiques (Superoxyde dimustase (SOD), catalase, peroxydases, heéme oxydase,
glutarédoxine, thiorédoxine, peroxyrédoxine) et non-enzymatiques (vitamine C, urate,

glutathion réduit, vitamine E, B-caroténe).

C'est le déséquilibre oxydants-antioxydants qui est a 1'origine du stress oxydant associé¢
aux pathologies pulmonaires (Comhair et Erzurum, 2010). Il a ét¢ montré une diminution de
l'activité des SOD intra et extra-cellulaire dans les bronches de patients asthmatiques, cette
diminution pourrait étre liée a I'inactivation par nitration ou oxydation de la protéine (Comhair
et al., 2000 ; De Raeve et al., 1997). Cette réduction de l'activité des SOD contribue a
I'augmentation du stress oxydant. Cependant, une autre ¢tude a montré une augmentation
significative de l'activité des SOD dans un modele expérimental d'asthme (Nishida ez al., 2002).
Une inhibition de l'activité de la catalase et de la glutathion peroxydase a également été mise
en évidence chez des patients asthmatiques (Varshavskii ef al., 2003) Une augmentation de la
glutathion peroxydase extra-cellulaire chez des patients asthmatiques en réponse a
I'augmentation des radicaux libres a €galement été observée (Combhair et al., 2001). Les taux
de glutathion de 1'épithélium bronchique sont augmentés chez les patients asthmatiques, ainsi

que la y-glutamylcystéine synthétase qui est une enzyme impliquée dans la syntheése de
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Gluthation (GSH). Les taux de thiorédoxines et glutarédoxines, enzymes anti-oxydantes, sont

¢galement augmentés dans I'asthme (Reynaert ef al., 2007 ; Yamada et al., 2003).

Une ¢tude a également montré une augmentation du statut oxydant total, de la
peroxydation lipidique et de la capacité anti-oxydante totale chez des enfants asthmatiques,
l'exposition a un stress oxydant entralnant une augmentation de la réponse anti-oxydante

(Cakmak et al., 2009).

L'expression de certains génes impliqués dans la protection contre le stress oxydant est
induite par le stress oxydant lui-méme. Le facteur de transcription Nrf2, sensible au statut redox
de la cellule, va réguler un grand nombre de génes antioxydants (Cho et Moon, 2010). Il semble
exister différents profils antioxydants en fonction du type d'antioxydant observé, du site

d'action et de l'origine du processus oxydatif (Rahman et al., 2006).
III. Les anti-inflammatoires d’origine végétale

Le nombre de composés phytochimiques trouvé dans le régne végétal est trés vaste, et
leur spectre d’activité est tout aussi grand. Certains de ces composés phytochimiques ont des
propriétés anti-inflammatoires, beaucoup sont présumés agir en bloquant les voies de la

cyclooxygénase et la lipooxygénase ainsi que par d’autres mécanismes.

L’Olea europea est largement utilisée dans la médecine traditionnelle pour un large
éventail des problémes de santé dans divers pays. L’écorce, les fruits, les feuilles, le bois, les
graines, et I’huile sont utilisés sous différentes formes, seuls ou parfois en combinaison avec
d’autres herbes. L’huile d’olive est prise par voie orale comme un laxatif et ¢galement appliqué

a I’extérieur comme un baume pour I’inflammation (Deghdegh et al., 2017).
IV. Activité anti-inflammatoire de I’huile d’olive extra vierge

L’huile d’olive extra vierge présente une activité anti-inflammatoire remarquable due a
oleocanthal. Un composé présent dans 1’huile d’olive extra vierge (EVOO) qui a un profil
remarquablement similaire a I’ibuproféne, un médicament anti-inflammatoire synthétique

(Deghdegh et al, 2017).
V. Propriétés anti-asthmatiques

L'a-tocophérol, par la modification de la voie des leucotriénes, montre un effet bénéfique

dans l'asthme et les maladies allergiques. Le y-tocophérol montre aussi un réle dans la
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prévention de l'infiltrat éosinophile et 1'hypersécrétion de mucus dans des modeles

expérimentaux d'asthme et de rhinite allergique. (Jiang et Ames, 2003 ; Wagner et a/.,2008).

Plusieurs études récentes ont également montré les effets bénéfiques de la vitamine E
dans des modeles murins d'asthme par diminution de l'hyperréactivité bronchique, de la
réponse Th2 et donc de 1'inflammation bronchique (Mabalirajan et al., 2009 ; Okamoto ef al.,

2006).

Une autre ¢tude épidémiologique récente a mis en évidence l'association d'une
diminution des défenses anti-oxydantes circulantes avec la sévérité¢ de la maladie chez des
patients asthmatiques, les patients atteints d'asthme sévere ayant un taux réduit d’a-tocophérol

(Wood et Gibson, 2010).

Une diminution du taux d'a-tocophérol pendant les crises et également au cours des
phases de rémission dans les sérums de 14 enfants atteints d'asthme a également été décrite.
Dans un mode¢le in vivo, une déficience sévere en vitamine E a été€ associée a 1'aggravation des
Iésions pulmonaires liées au stress oxydatif et a l'inflammation. A l'inverse, une
supplémentation en y-tocophérol chez des patients asthmatiques a montré un effet bénéfique

sur le stress oxydatif systémique (Wiser et al., 2008).
VI. Activité anti-bactérienne des extraits méthanoliques de I’huile d’olive

L’Oléa europaea a été utilisée comme un remede populaire pour la guérison de nombreux
troubles infectieux d’origine bactérienne, fongique et virale. Plusieurs études ont été effectuées
dans le passé en validant le potentiel anti-microbien et antiviral d’Oléa europaea. Les composés
phénoliques des extraits méthanoiques de 1’huile d’olive ont été évalués contre plusieurs
microorganismes qui sont des agents causaux d’infections respiratoires humaines telle que
I’asthme, y compris des bactéries Gram positives (Bacillus cereus, Bacillus subtilis et
Staphylococcus aureus), des bactéries Gram négatives (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia

coli et Klebseilla pneumoniae) (Adnan et al., 2014).
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Matériels et méthodes

1. Introduction

L’objectif de la présente étude est de rechercher les activités biologiques (activité anti
oxydante, anti inflammatoire et antibactérienne) des neuf échantillons d’huile d’olive récoltés

dans différentes régions et pendant diverses saisons oléicoles.

Cette étude a été réalisée durant la période allant du mois de Mai au mois de Septembre
2019, dont les analyses physico-chimiques ont été réalisées au niveau du Laboratoire Commun
IT de la faculté des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques de ’'UMMTO et
I’analyse microbiologique a ¢été réalisée au niveau du laboratoire de Bactériologie du Centre

Hospitalo-universitaire Nedir Mohamed de Tizi-Ouzou.
I1. Echantillonnage

Tableau 2. Présentation des échantillons d’huiles d’olive étudiées.

Echantillon Origine Variété Couleur des Année de récolte
olives
hl1 Boukhalfa Chemlal Vert 2018
hl 2 Boukhalfa Chemlal Violet 2018
hl 3 Boukhalfa Chemlal Noir 2018
hl 4 Ouaguenoun Chemlal Noir 2009
hl5 Ouaguenoun Chemlal Noir 2011
hl 6 Ouaguenoun Chemlal Noir 2017
hl7 Ouaguenoun Chemlal Noir 2018
hl 8 Ifri ouzellaguen  Chemlal Noir 2018
hl9 Mechtras Chemlal Noir 2018
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II1. Dosage des composés phénoliques
IIL.1. Préparation des extraits

La méthode adoptée est basée sur 1’extraction liquide-liquide décrite par Pirisi et al.
(2000). Une masse de 4 g d'huile est solubilisée dans un mélange constitué¢ de 4 ml de n-hexane
et 4 ml du méthanol 60%. Apres agitation pendant 2 min, le mélange est centrifugé (3000 rpm/5
min). Les deux solvants se séparent et la phase méthanolique est récupérée ; I’opération est

répétée deux fois et les extraits méthanoiques ainsi obtenus sont combinés.
II1.2. Composés phénoliques totaux

La teneur en composés phénoliques totaux est déterminée selon la méthode décrite par
Negi et al., (2003). Un volume de 0,4mL d’extrait est mélangé avec 2mL du réactif de Folin-
Ciocalteu 1 N dilu¢ 1/10. Le mélange est agité pendant 3 minutes puis additionné de 1.6 mL
de carbonate de sodium (7,5%). Aprés 30 minutes d’incubation a I’obscurité, 1’absorbance est
mesurée a 760 nm. La concentration en composés phénoliques totaux est estimée en mg
¢quivalent d’acide gallique par kg d’huile d’olive en se référant a une courbe d’étalonnage

(annexe I, fig 1).
II1.3. Les flavonoides

Un volume de 1 mL d’extrait est mélangé avec 1 mL de chlorure d’aluminium (2%).
Apres incubation pendant 10 min. L’absorbance du mélange réactionnel est mesurée a 430 nm
et la teneur en flavonoides est exprimée en mg équivalent de catéchine (EC)/g d’huile d’olive

en se référant a une courbe d’étalonnage (annexe I, fig 2) (Ordonez et al., 2006).
IV. mesure de I’activité anti-oxydante

La méthode au DPPH (1,1-di-phenyl-2-picrylhydrazyl radical) est utilisée pour
déterminer la capacité des extraits a céder des protons et/ou des électrons. La réduction des
radicaux DPPHe implique une baisse de 1’absorbance. Sous la forme radicalaire, le DPPHe
absorbe a 515 nm (Williams et al., 1995). DPPHe+ AH DPPH -H + Ae Un volume de 1ml
d’extrait est additionné de 2ml de la solution DPPHe. Le mélange est incubé a I’obscurité
pendant 30 min et la décoloration par rapport au témoin, contenant le DPPHe et le solvant

d’extraction est mesurée a 517 nm (Goupy et al., 2003).
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L’activité anti radicalaire est exprimée en mg équivalent d’acide ascorbique/kg d’huile
en se référant a une courbe d’étalonnage (annexe I, fig 3). Elle est aussi exprimée en

pourcentage d’inhibition par apport au témoin selon la formule suivante :
Le pourcentage d’inhibition (%) = (At-Ae/At) x100
At : Absorbance du témoin.
Ae : Absorbance de I’extrait.
V. Mesure de Pactivité anti-inflammatoire (Inhibition de la dénaturation des protéines)
V.1. Principe

Afin d’évaluer I’effet anti-inflammatoire des extraits méthanoliques de 1’huile d’olive, nous
avons suivi la méthode de la dénaturation thermique des protéines par la BSA décrite par

Gunathilake et al. (2018).
V.2. Mode opératoire

- Préparer un mélange réactionnel (5mL) constitué¢ de 0,2mL d’albumine bovine a
1%, ajouter 4,78mL de solution saline tamponnée au phosphate (2 un PH=6,4) et
0,02mL d’extrait.

- Me¢langer et incuber dans un bain marie a 37° C pendant 15min.

- Ensuite le mélange est chauffé a 70°C pendant 5 min.

- Laisser refroidir, et lire au spectrométre UV/Vis a 660 nm.

- Une solution tampon de phosphate est utilisée comme témoin.

VI. Mesure de ’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique
VI.1. Méthode de diffusion sur milieu gélosé
VI.1.1. Principe

Pour évaluer cette activité, nous avons opté pour la méthode de diffusion sur milieu

gélosé décrite par Garrab et al. (1998).

Des disques imprégnés d’extrait, déposés sur une gélose préalablement ensemencée, va
induire apres incubation de 24 h a 37°C, une diffusion de I’extrait qui engendrera 1’inhibition
de la croissance microbienne, visualisable par des zones claires, ne contenant pas de colonies,

autour du disque a extrait ayant une activité antimicrobienne.
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Les diametres (@) des zones d’inhibition sont mesurés en millimetre, incluant le diamétre
du disque, permettant ainsi de classer les souches microbiennes selon leurs sensibilités vis-a-
vis de Iextrait : @ < 8 mm : microorganisme non sensible, 9 <@ < 14 mm : microorganisme
sensible, 15 < @ < 19 mm : microorganisme tres sensible et @ > 20 mm : microorganisme
extrémement sensible.

VI.1.2. Mode opératoire

Nous avons choisi de travaillé sur 3 souches bactériennes isolées a partir de crachats de
patients asthmatiques : Escherichia coli, Staphylococcus aureus, et Kleibsiella pneumoniae.
Les souches sont fournies par le bindme Senani et Yezid (Mémoire de master en
Biotechnologie Microbienne, 2019). En premier lieu, un repiquage sur milieu Mueller-Hinton
(MH) a été fait, suivi par une incubation dans 1’étuve a 37°C durant 18 heures, afin d’avoir des
cultures jeunes a une phase exponentielle de croissance le lendemain, a partir desquelles des
colonies isolées ont ét¢ prélevées a 1’aide d’une anse a boucle. Ces dernieres sont introduites
dans des tubes contenant 5 mL d’eau physiologique stérile. Aprés homogénéisation des
suspensions sous un vortex, une lecture de densité optique (DO) est mesurée a 620 nm et devra
étre comprise entre 0.08 et 0.1, ce qui correspond a une concentration de 105 UFC/ml (0.5 Mc
Farland). Un ensemencement par écouvillonnage, a partir de ces suspensions standardisées, a

¢été effectué sur des boites de Pétri préalablement coulées par du milieu MH.

Des disques de 6 mm de diametre découpés a partir du papier Whatman grade 1 chr a
I’aide d’un perforateur, sont stérilisés par autoclavage, puis imprégnés de 20 ul d’extraits a
différentes concentrations (5.10%, 2.103 et 1.102 g/ml) et additionné de 5% (1 pl) de
diméthylesulfoxyde (DMSO), et enfin déposés a la surface de la gélose a raison de trois disques
par boite en plus du disque pour le témoin négatif (20 ul du solvant utilis¢ dans la préparation
des dilutions, plus 1 ul de DMSO).

Les boites seront ainsi mises au niveau de 1’étuve durant 24 h a 37°C.
VI.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
VI.2.1. Principe

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration d’extrait pour laquelle,
aucune croissance bactérienne n’est observée. Elle n’est pas totalement bactéricide, une partie

de I’inoculum est capable de se développer aprés disparition de I’inhibiteur.
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En vue de déterminer la CMI de nos extraits vis-a-vis des différentes souches microbiennes,
nous avons opté pour la méthode de dilution sur milieu liquide. Et dont le principe est de
visualiser et de déterminer le tube ne contenant pas de trouble bactérien sur une série de tube
contenant : le méme volume du milieu de culture, le méme volume de suspension bactérienne,
le méme volume de I’échantillon d’extrait mais avec une concentration différente formant une
courbe de dilution décroissante. Le premier tube, ou le trouble n’est pas visualis€, représente

le tube avec la CMI de I’extrait utilisé.
VI1.2.2. Mode opératoire
La mesure de la CMI en milieu liquide est effectuée comme suit :

On distribue dans un premier temps dans un tube a essai stérile un volume de 3.55 ml de
milieu de culture (Brain Heart Infusion Broth (BHIB). Puis 450 pl de DP’extrait, a une
concentration de 1.10° g/ml sont ajoutés. Le tube, additionné ensuite de 24 pl du DMSO (agent
diffuseur), sera désormais appelé tube a solution mere. En parall¢le, une série de dix tubes est

préparée avec 2 mL de BHIB chacun.

2 mL de la solution mere seront transférés dans le premier tube de cette série. A partir de
ce tube, un pipetage de 2 mL est effectué et transféré¢ dans le deuxieme tube. Ainsi de suite

jusqu’au dernier tube ou les 2 mL pipetés seront jetés.

Enfin la série de dix tubes ainsi diluée, est additionnée de 10.5 pl de suspension
microbienne au préalablement standardisée.
Une incubation de 18 ou 24 h est effectuée a 37°C et une lecture de résultats est faite le

lendemain.

VI.3. Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB)

L’effet bactéricide ou fongicide, est celui se manifestant par une accélération de la mort
de la bactérie ou du champignon au contact avec des concentrations définies d’extraits ou
d’ATBs. Aprés 18 h de culture en présence de I’ATB, de I’ATF ou de D’extrait, il est
visualisable par la persistance de moins de 0,01% de colonies survivantes.

Au-dela de ce pourcentage de survie, on ne parle plus d’effet bactéricide ou fongicide,
mais plutdt d’effet bactériostatique ou fongistatique qui ne se manifeste pas par une destruction
microbienne, mais par une inhibition de sa croissance, qui reprend dés que la substance

disparait.
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VI.3.1. Principe

La CMB ou la CMF est la plus petite concentration de 1’agent inhibiteur, ne laissant
subsister que 0.01% ou moins de survivant de I’inoculum initial aprés 18 heures de culture a
37°C.

Au niveau de la série de tube utilisé dans I’étude de la CMI, un repiquage est effectué a
partir de chaque tube, ne comportant pas de trouble y compris le tube positif de la CMI, dans
un autre tube contenant quant a lui que le milieu de culture. L’absence de croissance apres
incubation indique un effet bactéricide pour la concentration correspondante au tube étudié.
Tandis que la présence de croissance correspondra quant a elle a un effet bactériostatique.

V1.3.2. Mode opératoire

Le mode opératoire suivi pour la détermination de la CMB est celui décrit par Oussou e?

al. (2004).

On distribue, dans un premier temps, dans une série de tubes a essai stériles un volume
de 2 ml de milieu de culture BHIB. Puis un repiquage a partir des tubes, au-dela du tube
correspondant a la CMI (y compris ce dernier), sera transféré dans le tube lui correspondant au
niveau de cette série. Une incubation de 18 heures a 37°C déterminera la croissance (effet
bactériostatique ou fongistatique) ou pas (effet bactéricide ou fongicide) de nos souches

microbiennes en présence de I’extrait.
VII. Analyse statistique

Pour la représentation graphique des données (tableaux et graphes), nous avons utilisé le

logiciel de calcul « EXCEL 2007 ».

Chaque test est réalisé en trois essais et les résultats représentent la moyenne des trois
mesures. Une étude statistique a été réalisée pour la comparaison des résultats et la mise en
¢vidence des différences significatives entre les échantillons, et ce, pour chaque parameétre en
appliquant une analyse de la variance (ANOVA) suivie du test de Newman-Keuls a 1’aide d’un
logiciel STATISTICA 7.1. Le degré de signification des résultats est pris a la probabilité
p<0,05.
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Résultats et discussion

I. Les composés phénoliques totaux

L’olive contient une quantité appréciable de composés phénoliques qui passent dans
I’huile lors de son extraction (De Stefano et al., 1999). Les composés phénoliques sont
considérés comme des antioxydants naturels qui protégent les huiles contre I’ oxydation, ils leur
conferent une meilleure stabilité lors du stockage, une saveur amere et une sensation de piquant

(Perrin, 1992 ; Ollivier et al., 2004).

polyphénols totaux mg EAG/Kg
N w D (9] [e))] ~
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Figure 1. Teneurs en polyphénols totaux des échantillons d’huile d’olive.

Les résultats illustrés sur la figure 1 montrent la présence d’une différence significative
(p<0,05) entre les différents échantillons d’huile d’olive étudiées, selon I’origine géographique,
la saison oléicole et selon la couleur des olives. Les extraits de d’huile d’olive de la région de
Ouaguenoun des saisons oléicoles 2009 et 2011 contiennent une teneur €levée en polyphénols
totaux par rapport aux extraits méthanoliques de I’huile d’olive récoltés dans cette méme région
pendant la saison oléicole 2017 et 2018 et aussi par rapport aux autres extraits méthanoliques
des huiles d’olives récoltées dans les régions de Boukhalfa, Ifri Ouzellaguen, et Mechtras

pendant la saison oléicoles 2018.

25



Résultats et discussion

Les résultats obtenus par 1’analyse de la variance a un facteur : HL montrent que les
quantités de polyphénol varient de fagon trés hautement significative selon le type de d’HL,

ceci est montré par une p-value de <0.001 et donc inférieure a 0,05 (tableau 1).

Le test de NEWMAN et KEULS classe les types d’HL en deux groupes homogénes.
Dont la teneur la plus élevée en polyphénols totaux des extraits méthanoliques de 1’huile
d’olive est enregistrée pour HL4 (72.05+4,9mg EAG/kg de MS) et la teneur la plus faible est
celle de HL1(26.24+4,7mg EAG/kg de MS). (Tableau 1).

Tableau 3. Analyse de la variance a un facteur pour les polyphénols et les groupes

homogenes selon le test de NEWMAN et KEULS.

SCE DDL CM Test F PROBA

HL1

26.24 +4,8 7092.39 8 886.55  21.2241 0.001
HL7 2638 +5,1
HL3  27.30+6,9
HL8  30.15+8,5
HL6  30.27+09,2
HL2  32.14+6,7
HL9  34.55+5,9

HLS  63.47+4,2

© > > > > > >

HL4  72.06 +4,9

* Chaque valeur représente la moyenne = I’écart type (n = 3).

La teneur en polyphénols varie en fonction de plusieurs facteurs tels que le degré de
maturation des olives, le climat, le procédé d’extraction ainsi que le cultivar (Alarcén de la
Lastra et al., 2001). Les études menées par Aganchich et al. (2008), ont montré que les teneurs
en polyphénols augmentent dans des conditions de stress hydrique, et qu'une corrélation
négative est notée entre le contenu en polyphénols totaux et le taux d’irrigation et des pluies

abondantes (Paz Romero et al., 2003).
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Plusieurs autres travaux ont mis en évidence d’autre paramétres influengant la teneur en
polyphénols dans I’huile d’olive, a savoir I’état sanitaire des olives et le stockage de 1’huile

d’olive (Goamez et al., 2002 ; Brenes et al., 2006).

D’autre part les travaux de Baiano et al. (2009), et Aguilera et al. (2005) concernant
I’effet de la région sur la teneur en composés phénoliques dans 1’huile d’olive, ont révélé que
des teneurs faibles en polyphénols totaux sont enregistrées dans les huiles en provenance de

basse altitudes.

Une comparaison de nos résultats avec ceux de littérature est difficile en raison de
I’influence de divers facteurs propres a la plante de I’olivier (les facteurs génétiques liés au
cultivar, le degré de maturation, I’age des graines d’olives, la composition, etc.), les conditions
climatiques et environnementales, méthodes d’extraction et de dosage (type de solvant et sa
concentration, méthodes et température d’extraction) et des composés phénoliques. Car nous
constatons que 1’huile d’olive issue de la région de Ouaguenoun a une altitude de 254m est plus
riche en polyphénols que I'huile issue des régions d’Ifri Ouzellaguen (152m), de Mechtras
(389m) et de Boukhalfa (680m). Cela indique que les conditions environnementales et
géographiques jouent un role important dans le rendement en quantité de polyphénols des

huiles d’olives étudiées.
II. Les flavonoides

Le dosage des flavonoides repose sur la capacité de ces derniers a former des complexes

jaunatres Flavonoide-Aluminium par chélation des métaux (Ribéreau-gayon, 1968).

24,34322917 24,54166667

24,359375 24 359375
24,69791667 24,11458333

24,53125

Mhil ®hl2 Mhi3 ®hi4 ®hl5 ®hl6 ®Ehl7 ®hI8 EhI9

Figure 2. Teneurs en flavonoides des échantillons d’huile d’olive.
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Les résultats obtenus par 1’analyse de la variance a un facteur montrent que la quantité
de flavonoide ne varie pas en fonction du type d’huile d’olive (HL) (P-value = 0.108), cela
signifie qu’il n’existe pas de différence significative en terme de richesse en flavonoides dans
les différentes huiles étudiées. (Tableau 4).

Tableau 4. Analyse de la variance a un facteur selon le type HL et la composition en

flavonoide.

SCE DDL CM TestF PROBA

3.41 8 0,43 1,99 0,108164

HLA4 24,54 + 0,27

HL9 25,13 £0,90 A
HL3 24,36 £ 0,09 A
HL7 24,11 +£0,22 A
HLS 24,53 +0,79 A
HL1 24,70 £ 0,28 A
HL6 24,36 £ 0,38 A
HL2 25,25+0,33 A
HLS 24,34 +0,21 A

* Chaque valeur représente la moyenne =+ 1’écart type (n = 3).

En se référant a la littérature, nos résultats obtenus dépassent largement ceux rapportés
par Oliveras-Lopez et al. (2007) et ceux rapportés par Brahimi et Boutagrabet (2008). Donc
les huiles des différentes régions de la Kabylie en Algérie sont trés riches en flavonoides.

Nous constatons que les huiles des différentes régions Boukhalfa, Ifri ouzellaguen,
Mechtras et Ouaguenoun sont trés riches en flavonoides ce qui influence par ailleurs sur les
différentes activités biologiques qui pourraient potentiellement étre des remedes aux infections
respiratoires telle que 1’asthme.
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III. Activité anti-oxydante

Afin de déterminer 1’activité anti-oxydante des extraits méthanoiques de 1’huile d’olive
¢tudiées, nous avons procédé par 1’activité anti-radiculaire du radical DPPH.
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Figure 3. Pourcentage d’inhibition DPPH des échantillons d’huile d’olives étudiées.

Les résultats de D’activité anti radicalaire des échantillons étudiés exprimés en
pourcentage d’inhibition du radical DPPH (Figure. 3) montrent qu’ils ont d’importantes
capacités inhibitrices du DPPH.

Les résultats illustrés sur la figure 3 montrent la présence d’une différence significative
(p<0,05) entre les différents échantillons d’huile d’olive étudiées, selon I’origine géographique,
la saison oléicole et selon la couleur des olives. Les extraits de d’huile d’olive de la région de
Ouaguenoun des saisons oléicoles 2018 présente une forte capacité inhibitrices du DPPH par
rapport aux extraits méthanoliques de I’huile d’olive récoltés dans cette méme région pendant
la saison oléicole 2009, 2011 et 2017 et aussi par rapport aux autres extraits méthanoliques des
huiles d’olives récoltées dans les régions de Boukhalfa, Ifri Ouzellaguen, et Mechtras pendant
la saison oléicoles 2018, dont ces derniers présentent des capacités inhibitrices du radical

DPPH avec des pourcentages plus au moins proches.

Les résultats obtenus par 1’analyse de la variance a un facteur (HL) montrent que
I’activité anti-oxydante déterminée par DPPH varie de fagon hautement significative en

fonction du type de I’huile d’olive (HL) (P = 0.0007).

29



Résultats et discussion

Le test de NEWMAN et KEULS classe les types d’HL en trois groupes homogenes selon
différents parametres (couleur des olives, région de récolte et la saison oléicole). Dont HL7
avec une valeur la plus faible de 47.08 mg EAA/kg et HL4 avec la valeur la plus ¢élevé de 70.85
mg EAA/kg (tableau 5).

Tableau 5. Analyse de la variance a un facteur pour I’activité anti-oxydante et les groupes

homogénes selon le test de NEWMAN et KEULS.

SCE DDL M TestF  PROBA

47,08000 1938,49 8 242,31 5,994 0,000796
47,69667 A
48,10000 A
50,14000 A
52,02333 A
54,17000 B
62,12333 B
67,22333 C
70,85333 C

* Chaque valeur représente la moyenne = I’écart type (n = 3).

Les résultats obtenus concordent avec ceux rapportés par Gutfinger (1981) et Ben
Youssef et al. (2010) qui ont noté que la capacité anti-oxydante de 1’huile d’olive est
proportionnelle aux concentrations en polyphénols. Et selon Baiano et al. (2013), ’activité
anti-oxydante des extraits méthanoliques de I’huile d’olive évaluée par la méthode au DPPH
est significativement influencée par la variété des olives.

De plus, Turkmen et al. (2007), estiment que les polyphénols semblent étre des donateurs
efficaces d’hydrogéne au radical DPPH en raison de leur structure chimique. Alors que

Condelli et al. (2013) révelent que les différences observées sont essentiellement dues aux

profils phénoliques.
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De méme nos résultats révelent ainsi que les différents échantillons d’huiles d’olives
¢tudiées ont des propriétés anti radicalaires et montrent également que le pourcentage

d’inhibition du radical libre est trés significatif dans les différents extraits méthanoliques.

D’aprés Bougandoura et Bendimerad, (2012). Ils ont démontré que les molécules anti-
oxydantes telles que 1’acide ascorbique, tocophérol, flavonoides et les tanins réduisent et
décolorent le DPPH en raison de leur capacité¢ a céder I’hydrogene (D’ou les polyphénols

contenus dans nos extraits sont probablement responsables de I’activité anti-oxydante.
IV. Activité anti-inflammatoire

Lorsque la BSA est chauffée, elle subit une dénaturation, caractéristique de celle qui se

produit durant le processus inflammatoire.

Tableau 6. Analyse de la variance a un facteur de I’activité anti-inflammatoire et les

groupes homogenes selon le test de NEWMAN et KEULS.

SCE DDL CM TestF PROBA

HL9

13,39+0,97 2056,99 8 257,12 1080,03 0,00
HL7 15,12 + 0,18 A
HL6 15,95+0,28 A

HL8 20,85+0,15 AB
HL2 27,25+0,82 B
HL3 27,48 +0,31 B
HL1 29,94 £ 0,45 B
HL5 35,28 0,24 C
HL4 39,59+0,21 C

* Chaque valeur représente la moyenne =+ 1’écart type (n = 3).

Le test de NEWMAN et KEULS classe les types d’HL en trois groupes homogenes. Dont
HL9 avec une valeur la plus faible de 13.39 % et HL4 avec la valeur la plus élevé de 39.59%
(tableau 6).
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Tous les extraits méthanoliques présentent une réponse anti-inflammatoire. En effet,
chaque extrait a montré une activité¢ d’inhibition de la dénaturation thermique de la BSA dont

les valeurs sont comprises entre 13.39 % et 39.59 %.

Les extraits méthanoliques de 1’huile d’olive présentent donc une bonne activité anti-
dénaturante. De ce fait, les activités prometteuses des extraits confirment le potentiel
thérapeutique de I’huile d’olive et leur utilisation traditionnelles comme traitement selon
lesquelles les extraits seraient utilisés dans plusieurs maladies inflammatoires chroniques

notamment dans I’asthme.
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Figure 4. Résultats de ’activité anti-inflammatoire des extraits méthanoliques de
I’huile d’olive étudiés.

Les résultats illustrés sur la figure 4 montrent la présence d’effet biologique important
des différents extraits méthanoliques d’huile d’olive étudiées, y compris leur capacité de traiter
les troubles inflammatoires. Ces effets seraient dii principalement a la présence des différents
composés phénoliques 1’oléuropeine et I’hydroxytyrosol dans d’Oléa europaea. L’oléuropeine

s’est révélée Etre un antioxydant puissant doté de propriétés anti-inflammatoires (Deghdegh et

al., 2017).
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Les résultats obtenus par 1’analyse de la variance a un facteur (HL) montrent que
I’activité anti inflammatoire varie de fagon hautement significative en fonction du type de
I’huile d’olive (HL) sur les différents parameétres a savoir, la couleur des olives, la région et

saison ol¢icole (P = 0.0005).

V. Evaluation de ’activité antibactérienne des extraits méthanoliques par diffusion sur
milieu gélosé

L’activité antibactérienne se manifeste par 1’apparition d’un halo d’inhibition de la
croissance microbienne autour du disque contenant 1’extrait a tester, cette activité est exprimée
par le diamétre de la zone d’inhibition (mm). Les résultats relatifs a 1’activité antibactérienne
de diverses concentrations d’extraits méthanoiques pour I’ensemble des variétés d huile d’olive
sont regroupés dans les tableaux 1 et 2. En général, on remarque que la plupart des extraits
agissent surtout sur S. aureus. Il est aussi a noter que 1’activité est proportionnelle (en termes
de diamétre d’inhibition) aux concentrations des extraits testés. L’extrait de la région de
Ouaguenoun des saisons 2009 et 2011 montre une meilleure activité antibactérienne a I’égard
des trois souches testées. Nous avons noté aussi I’absence d’activité antibactérienne au tour des
disques imprégnés par le solvant d’extraction méthanol/eau (60/40) et le DMSO qui sont
considéré comme témoin négatif.

Selon Pereira et al. (2006), on distingue différents niveaux d’activité des extraits en se
basant sur le diametre (D) des zones d’inhibitions : aucune activité : D=0 mm, faible activité :
2 mm < D < 3 mm, activité intermédiaire : 4 mm < D < 5mm, forte activité : 6 mm <D <9 mm

et tres forte activité : D > 9.

33



Résultats et discussion
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Figure 5. Activité antibactérienne des extraits méthanoliques vis-a-vis des bactéries
Escherichia. coli, Kleibsiella. pneumoniae et Staphylococcus. aureus isolées a partir de
patients asthmatiques.

L’activité antibactérienne testée par la méthode de diffusion sur disques avec des
concentrations croissantes ([0.25], [0.5], [1]) montre des zones d’inhibition de diamétres
variables (0 — 0 — 6.66), (0 — 0 — 8.44), (0— 0 — 6.55) pour les bactéries : Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebseilla pneumoniae respectivement. De ce fait [’extrait
méthanolique exerce un effet inhibiteur sur la croissance des bactéries.

V.1.1. Activité des extraits méthanoliques vis-a-vis d’Escherichia coli et de Klebseilla
pneumoniae

Les neuf extraits méthanoliques testés ont exercé un effet antibactérien sur E. coli et K.
pneumoniae. Une forte activité inhibitrice a été noté a une concentration de 1mg/disque vis-a-
vis des deux souches testées pour les différents extraits méthanoliques. Ainsi pour E. coli et K.
pneumoniae les diamétres des zones d’inhibition oscillent entre 6 a § mm exercant ainsi une

forte activité sur ces deux souches bactériennes.
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Tableau 7. Activité antibactérienne des extraits méthanoiques vis-a-vis d’E. coli et de K.

phneumoniae.
Origine Couleur Année de | Concentration Diameétre de la zone d'inhibition (mm)
des olives | récolte (mg/disque) des extraits vis-a-vis a différentes souches
E. coli K. pneumoniae
Boukhalfa Vert 2018 0.25 -- --
(hl1) 0.5 -- --
1 6 6
Boukhalfa Violet 2018 0.25 -- --
(h12) 0.5 -- --
1 6 6
Boukhalfa Noir 2018 0.25 -- --
(h13) 0.5 -- --
1 6 6
Ouaguenoun Noir 2009 0.25 -- --
(h14) 0.5 -- --
1 8 8
Ouaguenoun Noir 2011 0.25 -- --
(h15) 0.5 -- --
1 8 8
Ouaguenoun Noir 2017 0.25 -- --
(h16) 0.5 -- --
1 6 6
Ouaguenoun Noir 2018 0.25 -- --
(h17) 0.5 -- --
1 6 6
Ifri ouzellaguen Noir 2018 0.25 -- --
(h18) 0.5 -- --
1 7 6
Mechtras Noir 2018 0.25 -- --
(h19) 0.5 -- --
1 7 7

*__: Pas de zone d’inhibition observée.

Nous avons noté un diameétre maximal de 8mm pour une concentration de 1 mg/disque

pour les extraits hl4 et hl5 issus de la région de Ouaguenoun des saisons 2009 et 2011

respectivement avec une couleur noire des olives pour les deux extraits vis-a-vis des deux

souches bactériennes E. coli et K. pneumoniae (annexe 11, fig. 13-14-16-17). Et un diametre de

7mm pour une concentration de 1 mg/disque pour les extraits hl8 et hl9 issus de la région de

Ifri ouzellaguen et Mechtras de la saison 2018 avec une couleur noire des olives pour les deux

extraits vis-a-vis d’E. coli (annexe II, fig. 18-19), exercant ainsi une forte activité

antibactérienne vis- a vis de cette souche. Par contre, les autres extraits présentent un effet
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antibactérien plus au moins intermédiaire vis-a-vis d’E. coli et de K. pneumoniae a une

concentration de 1mg/disque avec des diametres de 6mm.

L’activité antibactérienne enregistrée est due aux composés phénoliques présents dans
les différents extraits méthanoliques des huiles d’olive. En effet, plusieurs travaux de recherche
ont signalé le potentiel des composés phénoliques de I’huile d’olive dans I’inhibition
d’innombrables bactéries pathogenes (Bisignano et al., 1999 ; Furneri et al., 2004 ; Medina et
al., 2006 ; Romero et al., 2007 ; Karaosmanglu et al., 2010 ; Bubonja-Sonje et al., 2011 ;
Cicerale et al., 2012 ; Shah et al., 2013).

Les résultats négatifs (absence de zone d’inhibition) n’indiquent pas automatiquement
l'absence de I’activité, mais ceci pourrait étre dii aux faibles concentrations de 1’extrait. En
effet, d’apres Nychas ef al. (1990) et Sousa et al. (2015), I’activité ainsi que le mode d’action

des polyphénols dépendent de leur concentration.

V.1.2. Activité des extraits méthanoliques vis-a-vis de S. aureus

Les neuf extraits méthanoliques testés ont exercé un effet antibactérien sur S. aureus.

Les résultats obtenus (tableau 8) montrent le diameétre des zones d’inhibition des
différents extraits méthanoliques des huiles d’olives vis-a-vis de la souche bactérienne S.
aureus. Les diametres des zones d’inhibition varient de 8 mm (extrait de Boukhalfa de la saison
2018, extrait de Ouaguenoun des saisons 2017 et 2018 et I’extrait d’Ifri ouzellaguen de la saison
2018 a une concentration de 1mg/disque) a 10mm (extrait de Ouaguenoun de la saison 2009
al mg/disque). Donc, tous les extraits testés a différentes concentrations ont montré une activité
antibactérienne vis-a-vis de S. aureus mis a part aux concentrations 0.5 et 0.25 mg/disque ou

aucune zone d’inhibition n’a été observée pour les différents extraits testés.
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Tableau 8. Activité antibactérienne des extraits méthanoliques vis-a-vis de S. aureus.

Origine Couleur des | Année de | Concentration | Diamétre d’inhibition
olives récolte (mg/disque) vis-a-vis de S. aureus
Boukhalfa Vert 2018 0.25 --
(hl1) 0.5 --
1 8
Boukhalfa Violet 2018 0.25 --
(hl2) 0.5 --
1 8
Boukhalfa Noir 2018 0.25 --
(h13) 0.5 --
1 8
Ouaguenoun Noir 2009 0.25 --
(hl4) 0.5 --
1 10
Ouaguenoun Noir 2011 0.25 --
(h15) 0.5 --
1 9
Ouaguenoun Noir 2017 0.25 --
(h16) 0.5 --
1 8
Ouaguenoun Noir 2018 0.25 --
(h17) 0.5 --
1 8
Ifri ouzellaguen Noir 2018 0.25 --
(h18) 0.5 --
1 8
Mechtras Noir 2018 0.25 --
(h19) 0.5 --
1 9

*__: Pas de zone d’inhibition observée.

L’activité antibactérienne est proportionnelle a la concentration de D’extrait. Les
meilleures activités (en termes de diametre de la zone d’inhibition) ont été¢ obtenues avec les
extraits de Ouaguenoun des saisons 2009 avec une trés forte activité antibactérienne (10mm)
(Annexe II, fig. 7), suivie de ’extrait de Ouaguenoun de la saison 2011 (annexe II, fig. 8) et
I’extrait de Mechtras de la saison 2018 avec une forte activité antibactérienne (9mm) (annexe

IL, fig. 11) a une concentration de 1 mg/disque (figure 1).

Le reste des extraits hll, hl2, hl3, hl6, hl7 et hl8 présentent aussi une forte activité
antibactérienne vis-a-vis de S. aureus avec des zones d’inhibitions de 8mm pour une

concentration de 1mg/disque (annexe II, fig. 4-5-6-9-10-11).
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A partir des résultats obtenus, nous avons constaté la présence de différences et parfois
significatives (p<0,05) dans les diametres des zones d’inhibition en fonction de 1’extrait
méthanolique testé. Cette variabilité peut étre due a la sensibilité des microorganismes aux

différents composés phénoliques présents dans ces extraits.

En utilisant des extraits phénoliques purs d’hydroxytyrosol, Obied et al. (2007) ont
observé des diameétres d’inhibition de 20 mm sur S. aureus avec des concentrations de 0,3
mg/disque. De méme, des CMI allant de 3,9-31,25 ug/ml ont été rapportées par Bisignano et
al. (1999), indiquant la grande sensibilité de cette souche vis-a-vis de I’hydroxytyrosol, nos
résultats sont en accord concernant la sensibilité élevée de S. aureus vis-a-vis des extraits de
Ouaguenoun des saisons 2009 et 2011 qui enregistrent les taux les plus €levés en composés
phénoliques. Cependant, un extrait brut peut contenir plusieurs biomolécules avec des activités

biologiques différentes et de ce fait, peuvent avoir des effets antagonistes.

En comparant les zones d’inhibition obtenues avec les différents extraits, nous constatons
que les trois souches testées ont des sensibilités différentes. En effet, S. aureus est la souche la
plus sensible avec des zones d’inhibitions plus importantes comparée aux autres souches (£.
coli et K. pneumoniae). De ce fait, les composés phénoliques présents dans nos extraits
semblent avoir une meilleure activité a 1’égard des bactéries Gram positif que sur les Gram
négatif, ce qui est en accord avec Rahman et al. (2009) qui ont abouti aux mémes constatations.
Plusieurs auteurs ont expliqué cette résistance par rapport a la bicouche lipidique présente chez
les Gram négatif, qui constitue une barriere pour les polyphénols (Al-Younis et Abdullah, 2008
; Masibo et He, 2009).

V.1.3. Activité des différents antibiotiques vis-a-vis des bactéries E. coli, K. pneumoniae
et S. aureus isolées a partir de patients asthmatiques

Dans notre étude nous avons choisi de tester deux type d’antibiotiques Ciprofloxacine 5
(CIPS) et Ceftazidime 30 (CAZ30) sur nos souches bactériennes E. coli, K. pneumoniae et S.
aureus 1solées a partir de crachats des patients asthmatiques pour évaluer leurs efficacités dans
I’inhibitions de la croissance des bactéries pathogenes a I’origines des infections respiratoires

a savoir 1’asthme.

En effet, Ciprofloxacine est utilis¢ chez les adultes ainsi que chez les enfants pour le
traitement des infections bactériennes des voies respiratoires, les infections des bronches et des

poumons, ainsi que Ceftazidime qui est utilisé dans le traitement des patients présentent une
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bactériémie associée notamment aux infections broncho-pulmonaires et les pneumonies

nosocomiales.

Souche E. coli

Souche S. aureus

Souche K. pneumoniae

Figure 6. Antibiogramme des souches E. coli, S. aureus et K. pneumoniae.

Tableau 9. Résultats de I’antibiogramme sur les souches E. coli, K. pneumoniae et S. aureus.

Diameétre de la zone d'inhibition (mm) des antibiotiques vis-a-vis a différentes souches

CAZ30 sur E. coli

CIP5 sur S. aureus

CAZ30 sur K. pneumoniae

21

25

28

Les résultats obtenus (tableau 3) montrent le diamétre des zones d’inhibition des

différents antibiotiques Ciprofloxacine 5 (CIP5) et Ceftazidime 30 (CAZ30) vis-a-vis des

souches bactériennes E. coli, K. pneumoniae et S. aureus.

Les diametres des zones d’inhibition de CAZ 30 varient de 21mm (sur E. coli) a 28mm

(sur K. pneumoniae). Et le diamétre d’inhibition de CIPS5 sur (S. aureus) est de 25mm. Donc,

tous les antibiotiques testés ont exercé une trés forte activité vis-a-vis des trois souches

bactériennes.

En comparant les zones d’inhibitions obtenues par les extraits des différentes huiles

d’olives étudiées, nous constatons que les antibiotiques CIP5 et CAZ30 ont exercé une forte
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inhibition sur la croissance des bactéries isolées de crachats des patients asthmatiques par
rapport aux activités inhibitrices exercées par les différents extraits d’huile d’olive ceci est da
notamment aux concentrations de ces derniers en composés phénoliques potentiellement

responsables de cette activité inhibitrice.

V.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides
(CMB)

Tableau 10. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB) des

extraits méthanoliques des différents échantillons d’huile d’olive étudiés.

Origine CMI en mg/ml CMB en mg/ml

E. K. S. E. K. S.

coli pneumoniae | aureus coli pneumoniae | aureus
Boukhalfa 1.8 1.8 1.4 2 >2 1.6
(hl1)
Boukhalfa 1.8 1.8 1.4 2 >2 1.6
(hl2)
Boukhalfa 1.8 1.8 1.4 2 >2 1.6
(h13)
Ouaguenoun 1.6 2 0.8 2 >2 1
(hl4)
Ouaguenoun 1.6 2 0.8 1.8 >2 1
(h15)
Ouaguenoun 1.8 1.8 1.2 1.8 >2 1.4
(hl6)
Ouaguenoun 1.8 1.8 1.2 2 >2 1.4
(h17)
Ifri ouzellaguen 1.8 1.8 1.6 2 >2 1.8
(h18)
Mechtras 1.8 1.8 1 2 >2 1.2
(h19)
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Le tableau 10 regroupe les résultats relatifs aux CMI et CMB des différents extraits
méthanoliques obtenus sur les souches testées E. coli, K. pneumoniae et S. aureus qui sont
révélées sensibles avec le test des disques (présence de zone d’inhibition). Globalement,
I’activité antibactérienne des extraits de Ouaguenoun des saisons 2009 et 2011 est plus
importante par rapport aux autres extraits avec un spectre antibactérien plus large et des doses

plus faibles.

La détermination des CMI et CMB relatives aux extraits méthanoliques a mis en évidence

des niveaux d’activité antibactérienne variables selon 1’extrait utilisé et la souche testée.

Les CMI indiquées dans le tableaux 10 montrent des preuves quantitatives de 1’activité
antimicrobienne des différents extraits d’huile d’olive étudiés. La CMI des extraits varient de

0.8 a 2 mg/ml sur la plupart des bactéries testées.

En fait, la croissance de S. aureus est significativement inhibé par des concentrations
allant de 0.8 a 1.6mg/ml. La valeur de CMI la plus faible a été observé pour les extraits de la
région de Ouaguenoun des saisons 2009 et 2011 (0,8 mg/ml). Tandis que les extraits de la
région de Boukhalfa et Ifri ouzellaguen révelent les valeurs les plus élevées, soit une CMI de
1,4 et 1,6 mg/ml respectivement et une CMB de 1,6 et 1.8mg/ml respectivement. Quant au
reste des extraits, une CMI del,2mg/ml est notée pour 1’extrait de la région de Ouaguenoun

des saisons 2017 et 2018, et 1,2 mg/ml pour I’extrait de Mechtras.

Ces valeurs de CMI sont supérieures a celles rapportés par Pereira et al., (2006). Dont S.
aureus a montré une sensibilité plus €élevée aux différents extraits avec une zone d’inhibition

plus grande et une CMI plus faible.

En effet, nos résultats se rapprochent de ceux rapportés par Filomena et al. (2019), qui
démontrent que certains polyphénols contenus dans I’huile d’olive sont capables d’inhiber la
croissance de différentes bactéries incluant celles responsables de quelques infections

respiratoires a savoir 1’asthme.

Nos résultats concordent avec ceux obtenus Brenes ef al., (2006) qui ont suggérer une
sensibilité plus élevée des bactéries a Gram positif pathogeénes aux polyphénols par rapport aux
bactéries a Gram négatif cela peut étre dii aux différences dans la structure de la paroi cellulaire
de la bactérie. En effet, Moins la structure de la paroi est complexe chez les bactéries a Gram

positif, plus elle est perméable aux composés antimicrobiens (Papadopoulou et al., 2005).
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Concernant les souches E. coli et K. pneumoniae, nous notons une moindre efficacité de
nos extraits par rapport a S. aureus, les extraits testés ont dévoilés des CMI a I’égard d’E. coli

d’ordre de 1,6 a 1.8 mg/ml et des CMI a I’égard de K. pneumoniae de I’ordre de 1.8 a 2mg/ml.

Les différents extraits ont montré un effet bactéricide a 1’égard de la souche E. coli et K.
pneumoniae pour lesquelles des CMB sont notées a la plus grande concentration testée (2

mg/ml).

De plus, nous constatons €¢galement, que K. pneumoniae est I’espéce la plus résistante
aux extraits méthanoliques testés, avec des valeurs de CMI et CMB de 1.8 a 2mg/ml, suivie de
E. coli pour laquelle on reléve une CMI de 1,6 mg/ml a été observée pour les deux extraits
méthanoliques de la région de Ouaguenoun des saisons 2009 et 2011 et une CMB de 1,8 a
2mg/ml.

D’une maniére intéressante, nos résultats sont proches de ceux obtenus par Sousa et al.
(2006), par rapport a I’ordre de sensibilité des souches a 1’égard de 1’extrait méthanolique de
I’olive de table. Les CMI les plus faibles sont obtenues pour les souches S. aureus qui s’avere
étre ’espece la plus sensible, tandis que les espéces K. pneumoniae et E. coli enregistrent les

CMI les plus élevées dévoilant ainsi leur résistance.

D’apres Taguri et al. (2004), 1a sensibilité des bactéries aux polyphénols dépend de
I’espece bactérienne et de la structure des composés phénoliques. Malgré que le mécanisme
exact ne soit pas encore connu, plusieurs auteurs ont observé une augmentation de I’activité
antibactérienne des composés phénoliques avec I’augmentation des groupements hydroxyles

portés par ces molécules.
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Conclusion générale

L’¢étude réalisée a pour but de déterminer les pouvoirs antioxydant, anti-inflammatoire et
antimicrobien des extraits d’huile d’olive de neufs variétés algériennes issues de différentes

localités (Boukhalfa, Mechtras, Ouaguenoun et Ifri Ouzellaguen) de la Kabylie en Algérie.

L’étude comparative entre les neuf variétés a révélé que les teneurs en composés
phénoliques totaux, flavonoides, sont significativement différentes, cela peut étre due a ’effet
variétal. En effet, nos résultats ont révélé que les teneurs les plus élevées ont ét€ observées dans
I’huile de la localité de Ouaguenoun, obtenue a partir d’olives noires lors des saisons 2009 et

2011.

D’autre part, P’activité anti-oxydante et 1’activité anti inflammatoire des extraits
méthanoliques des huiles d’olive varient considérablement en fonction de la concentration en
composés phénoliques qui sont eux méme fonction de la variété, du stade de maturation des

olives et de I’origine géographique.

De plus, les résultats obtenus confirment I’intérét de la consommation de 1’huile d’olive,
vu leurs teneurs considérables en divers composés phénolique piégeant les radicaux libres qui

sont a I’origine de nombreuses maladies inflammatoires.

Parall¢lement, 1’étude de I’activité antibactérienne a montré que les différents extraits
d’huile d’olive ont inhibé la croissance des bactéries isolées a partir des crachats de patients
asthmatiques notamment E. coli, K. pneumoniae et S. aureus. L’huile de la localit¢ de
Ouaguenoun et 1’huile de la localit¢ de Mechtras obtenue a partir d’olives noires lors de la
saison 2018 ont révélé 1’activité inhibitrice la plus élevée contre les différentes souches

bactériennes étudiées.

D’une maniére intéressante, les résultats obtenus dans ce travail montrent que 1’huile
d’olive de la Kabylie possede des potentiels anti-oxydant et anti-inflammatoire non
négligeables, en plus d’un pouvoir antibactérien sur des bactéries isolées a partir de crachats
de patients asthmatiques. De ce fait, I’huile d’olive pourrait avoir potentiel thérapeutique dans

les maladies inflammatoires, en particulier dans la maladie de 1’asthme.
-En perspectives, il serait intéressant de :

v’ Elargir I’étude sur d’autres variétés algériennes ;

v' Tester les composés identifiés individuellement par HPLC ;
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v Examiner I’effet anti-inflammatoire de la meilleure huile d’olive sur des enzymes

inflammatoires.
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Annexe 1

Nuage de Points (Feuille de données1 10v*10c)
Absorbance = -0,0937+1,7285*x
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Fig 1. Courbe d’étalonnage pour le dosage des composés phénoliques totaux.

Nuage de Points (Feuille de données1 10v*20c)
Absorbance = -0,032+4 6644*x
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Fig 2. Courbe d’¢étalonnage pour le dosage des flavonoides.



Nuage de Points (Feuille de données1 10v*10c)
Absorbance = 0,0064+1,48*x
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Fig 3. Courbe d’étalonnage d’acide ascorbique.



Annexe I1

Fig 4. Activité antibactérienne de I'extrait hl1 (S. aureus).  Fig 5. Activité antibactérienne de I’extrait hl2 (S. aureus).

Fig 6. Activité antibactérienne de I'extrait hi3 (S. aureus).  Fig 7. Activité antibactérienne de I'extrait hl4 (S. aureus).
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Fig 8. Activité antibactérienne de I'extrait hl5 (S. aureus). Fig 9. Activité antibactérienne de I'extrait hl6 (S. aureus).

Fig 10. Activité antibactérienne de I’extrait hl7 (S. aureus). Fig 11. Activité antibactérienne de I'extrait hl8 (S. aureus).
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pneumoniae).

Fig 12. Activité antibactérienne de I'extrait hl9 (S. aureus). Fig 13. Activité antibactérienne de I'extrait hl4 (K.
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Fig 14. Activité antibactérienne de I'extrait hI5 (K. pneumoniae). Fig 15. Activité antibactérienne de I'extrait hl9 (K. pneumoniae).
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Fig 16. Activité antibactérienne de I’extrait hl4 (E.coli). Fig 17. Activité antibactérienne de |'extrait hl5 (E.coli).

Fig 18. Activité antibactérienne de I'extrait hi8 (E.coli). Fig 19. Activité antibactérienne de I'extrait hl9 (E.coli).




Annexe 111

Tableau a : Activité antibactérienne (diameétre de zone d’inhibition en mm) des extraits méthanoliques des différents échantillons d’huile

d’olive.
Origine Couleur des | Année de | Concentration Diamétre de la zone d’inhibition des extraits vis-a-vis de
olives récolte (mg/disque)
E. coli K. pneumoniae S. aureus
Boukhalfa Vert 2018 0.25 -- - -
(h11) 0.5 -- - =
1 6 6 8
Boukhalfa Violet 2018 0.25 -- - -
(h12) 0.5 - _- _
1 6 6 8
Boukhalfa Noir 2018 0.25 -- - -
(h13) 0.5 -- - -
1 6 6 8
Ouaguenoun Noir 2009 0.25 -- - -
(h14) 0.5 -- - -
1 8 8 10
Ouaguenoun Noir 2011 0.25 -- - -
(h1S) 0.5 - _- _
1 8 8 9
Ouaguenoun Noir 2017 0.25 -- -- -
(hl6) 0.5 -- — ~
1 6 6 8
Ouaguenoun Noir 2018 0.25 -- -- -
(h17) 0.5 -- - -
1 6 6 8
Ifri ouzellaguen Noir 2018 0.25 -- - -
(h18) 0.5 -- - =
1 7 6 8
Mechtras Noir 2018 0.25 -- - -
(h19) 0.5 -- - =
1 7 7 9




Annexe IV

Les appareils la verrerie et les réactifs utilisés

Les appareils

La verrerie

Les réactifs

Bain marie

Balance de précision
Centrifugeuse

Etuve

Micropipette

Plaque agitatrice
Spectrophotomeétre

Vortex

Bécher

Burette graduée
Cuve en quartz
Eprouvette graduée
Fiole jaugée
Pipette graduée

Tube a essai

Acide ascorbique

Acide gallique

BSA a 1%

Carbonate de sodium a 7.5 %
Catéchine

Chlorure d’aluminium a 2%
DPPH

DMSO

Ethanol

Folin —Ciocalteu 1/10
Hexane

Méthanol

Tampon phosphate a Ph=6.4
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