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Introduction

L'industrie oléicole, tout en produisant I'une des huiles les plus prisées au monde,
génére également d'importantes quantités de sous-produits, notamment les margines,
les grignons d'olives et les feuilles d'olivier. Ces résidus, longtemps percus comme des
déchets, posent des défis environnementaux majeurs, mais offrent aussi des
opportunités de valorisation. Les margines, riches en composés organiques, les
grignons, issus du mélange de pulpe et de noyaux d'olives, ainsi que les feuilles
d'olivier, souvent négligées, peuvent étre exploités dans divers secteurs économiques

tels que I'agriculture, la cosmétique et I'industrie pharmaceutique.

En 2024, la production mondiale de grignons d'olives atteint environ 3 millions de
tonnes, bien que cette quantité fluctue en raison des conditions climatiques et des
tendances économiques. En Algérie, cette production est estimée a environ 160 000
quintaux, avec une légere augmentation par rapport aux années précédentes. Lors de la
transformation de 100 kg d'olives, environ 35 a 40 kg de grignons sont générés,
accompagnés de 40 a 55 kg de margines et d'une quantité moindre de feuilles d’olivier
(environ 1 a 2 kg). Ces sous-produits, autrefois considérés comme des résidus sans
valeur, regorgent de composés bioactifs aux propriétés intéressantes, notamment les

polyphénols.

L'exploitation des grignons d'olives, en particulier, se présente comme une nécessité
incontournable. Ces derniers sont riches en polyphénols, des composés reconnus pour
leurs puissantes propriétés antioxydantes et antimicrobiennes. La valorisation de ces
composés permet non seulement de réduire I'impact écologique de I'industrie oléicole,
mais aussi de créer des produits a forte valeur ajoutée. Par exemple, 100 kg de grignons
peuvent permettre I'extraction d'environ 0,9 a 1,0 kg de polyphénols, en fonction de leur

origine et des procédes de traitement utilisés.

En paralléle, les feuilles d'olivier, bien que souvent sous-estimées, représentent-elles
aussi une ressource précieuse. Disponibles en grande quantité, notamment lors de la
taille annuelle des oliviers, elles contiennent des concentrations élevées de composés
bioactifs tels que I'oleuropéine et I'nydroxytyrosol. Ces composés présentent un fort
potentiel dans des industries comme la cosmétique, I'alimentation et méme I'énergie.

De plus, les recherches récentes ont montré que les feuilles d'olivier pouvaient
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également étre utilisées dans la production de bioplastiques ou encore dans

I'alimentation animale, renforcant ainsi leur intérét économique et environnemental.

En plus de ces sous-produits, la taille annuelle des oliviers génére également une
quantité significative de feuilles, estimée a environ 25 a 30 kg de feuilles par arbre.
Cette quantité peut varier en fonction de la taille des arbres, des pratiques agricoles et

de la variété des oliviers.

Selon Malik (2022), I'étude explore I'extraction de composés phénoliques et
antioxydants a partir des feuilles d'olivier. Les résultats montrent que ces feuilles
contiennent des concentrations elevées de composes bioactifs, notamment I'oleuropéine
et I'nydroxytyrosol, qui présentent un fort potentiel d'utilisation dans les industries
pharmaceutiques et cosmétiques en raison de leurs propriétés bénéfiques. Ces
composés peuvent également étre utilisés pour leurs effets antioxydants, contribuant

ainsi a la prévention de diverses maladies liées au stress oxydatif.

Ces études montrent que les feuilles d'olivier peuvent étre valorisées de nombreuses
fagons, notamment par I'extraction de composés bioactifs, [l'utilisation dans
I'alimentation animale, la production de bioénergie, et d'autres applications industrielles
et environnementales. La valorisation des feuilles d'olivier offre des opportunités pour
réduire le gaspillage, générer de nouvelles sources de revenus et promouvoir des

pratiques durables dans I'industrie oléicole.

L'ensemble de ces initiatives de valorisation s'inscrit dans une dynamique globale visant
a minimiser le gaspillage tout en maximisant les bénéfices économiques et écologiques
de la filiere oléicole. Avec des politiques incitatives appropriées, cette approche
pourrait non seulement contribuer a la durabilité de I'industrie, mais aussi a la création

de nouvelles sources de revenus, tout en favorisant une économie circulaire.

L'objectif de ce travail est de valoriser les sous-produits solides de I'oléiculture, comme
le grignon d'olives et les feuilles d'olivier, en développant un gel antibactérien innovant.

Ce gel pourrait étre utilisé comme revétement dans les emballages alimentaires actifs.

Cette étude vise a offrir une solution durable en utilisant les sous-produits de I'industrie

oléicole et en favorisant des pratiques respectueuses de I'environnement.
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Introduction
L’olivier appartient a la famille des oléacées dont le nom latin est « Olea ». Il comporte diverses espéces
dont ; I’Olea europaea qui se divise en deux sous- especes ‘Olea europaea sylvestris ou oléastre, c’est a

dire I’olivier sauvage et ‘Olea europaea sativa ou 1’olivier cultivé (Argenson et al., 1999).

Les produits dérivés de I'olivier jouissent d'une réputation bien établie pour leurs bienfaits avérés sur la santé
et leur valeur nutritionnelle. En raison de ces avantages et de I'importance socio-économique,
environnementale et agricole de I'olivier, la culture de cet arbre est en pleine croissance a I'échelle mondiale

et nationale (Dermeche, 2020).

1. Généralités sur ’oléiculture

1.1. Olive et olivier

Dont les noms vulgaires, dans le bassin méditerranéen, dérivent de deux sources uniques : EAAIA (OLEUM),
terme d'origine égéenne, passé directement du grée au latin : OLEA ; le nom hébreux ZAIT ou SAIT qui a
passé dans 1’arabe : ZAITUM. Ces deux noms, grecs et hébreux, provenant de ce substrat méditerranéen,
laissant supposer un intermédiaire étrusque, sont venus, par les deux rives de la méditerranée, se rejoindre
dans la péninsule ibérique. Les espagnols disent OLIVO, OLIVEIRA, en Andalousie ACEI- TUNO (olivier
cultivé), AZEBRUCHE (olivier sauvage). Les portugais : OLIVEIRA (olivier cultivé) et ZAMBUGEIRO
(olivier sauvage). Les algériens disent ZEMBOUDGE pour I'olivier sauvage.

L'olivier est intimement lié a I'histoire des civilisations qui ont émergées autour du bassin méditerranéen.
Dans les sociétés de I'Antiquité, telles que les Grecs, les Romains, les Egyptiens et les Phéniciens, l'olivier
était un symbole de paix, de sagesse et de prospérité. On le retrouvait dans les couronnes des vainqueurs de
compétitions sportives et son huile était utilisée dans la cuisine, pour I'nygiéne corporelle et méme comme

source de lumiére.(Henry, 2003)

L’olivier est le premier des arbres rapporté par la bible. Mais I’olivier été déja présent bien avant que les
premiéres traces que I'on a de cet arbre datent de 37 000 ans avant Jésus Christ, sur des feuilles fossilisées
découvertes dans les Tles de Santorin, en Grece (Henry, 2003) de pollens et de feuilles fossiles de plus de 20
000 ans avant J.C., en France, de feuilles fossilisées datant de 12 000 ans avant J.C., en bordure de Sahara
(Benhayoun & Lazzeri, 2007)
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1.1.1. Botanique

L'olivier appartient a la famille des oléacées. Le genre est appelé "Olea" et comporte

30 especes différentes réparties sur la surface du globe (Akarkar, 2018)

La classification botanique de I’olivier selon (Dupont & Guignard, 2012), est la suivante :

v' Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous classe : Astérides

Ordre : Lamiales

Famille : Oléacée

Genre : Olea

AN N N N N

Espéce : Olea europea
1.1.2 Réparation géographique en Algérie

La répartition géographique des oliveraies en Algérie est principalement concentrée dans trois régions

principales :

1. Le Centre : Cette région représente la plus grande part de la superficie oléicole en Algérie, avec

environ 54,3 %. Elle est caractérisée par des zones montagneuses et accidentées.
2. L'Est: Cette région détient environ 28,3 % de la superficie totale des oliveraies en Algérie.
3. L'Ouest : Il compte pour environ 17 % de la superficie oléicole totale.

La plupart des oliveraies, environ 80 %, se trouvent dans des zones de montagne, sur des terrains accidentés

et marginaux, qui sont peu fertiles et ont une pluviométrie moyenne comprise entre 400 et 900 mm par an.
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En revanche, environ 20 % des oliveraies sont situées dans les plaines occidentales du pays, notamment dans

les régions de Mascara, Sidi Bel Abbes et Relizane, ou la pluviométrie moyenne annuelle est plus basse,
autour de 300 a 400 mm (Benouafa, 2014).

- L'oliveraie en 1999

21 CHLEF 61 BEIAIA 9:BLIDA 10:
BOUIRA 131 TLEMCEN 15 Tiz1-ouzou 18
JUEL 19: SETIF 21: SKIKDA 22:S.
B, ABBES 24: GUELMA 44 : AIN DEFLA 27
MOSTAGANEM 29: MASCARA 34: BORJ BOU-ARRERI)

35 : BOUMERDES 41 : SOUK AHRAS 42 : TIPAZA

- Nouvelle aire oléicole

3 : LAGHOUAT 4 0.E.BOUAGHI
51 BATNA 7 1 BISKRA

81 BECHAR 12 : TEBESSA

14 : TIARET 17: DJELFA

201 SAIDA 281 M'SILA

32: EL-BAYADH 39 : EL-OUED

40 : KHENCHELA 451 NAAMA

Figure 1 : Carte oléicole d’Algérie {Zohra}
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1.2. Origine de ’olivier

L’Olivier est cultivé depuis environ 6000 ans dans le bassin méditerranéen ou se trouve
95% du patrimoine oléicole mondial. Ses lieux d’origine les plus probables sont la Syrie et

L’Iran (Loussert, 1978) Les qualités nutritionnelles, organoleptiques, diététiques et médicinales du produit
noble notamment 1’huile d’olive, récemment confirmées par des résultats de recherches scientifiques assez
pointues, expliquent I’intérét spectaculaire accordé a cet arbre durant les vingt dernieres années. Dans tous
les pays du pourtour méditerranéen, 1’olivier qui symbolise la paix, la sagesse et la prospérité renferme une
grande diversité génétique. A présent, plus de 2000 variétés d’olivier ont été identifiées et sont cultivées dans
le monde. En Espagne, 262 varietés ont été répertoriées, 476 variétés en Italie et plus de 150 variétés en
Algérie.

L'olivier apporte a I'nomme deux principaux produits : son fruit, I’olive, dont on extrait I’huile.

» L’huile : représente sa plus grosse production (dépassant largement toutes les autres) et se classe au
cinquieme rang parmi les huiles végétales comestibles fluides. Fort appréciée dans tout le bassin
méditerranéen, tant par sa finesse et sa saveur que par ses qualités culinaires.

» L’olive : Petit fruit ellipsoidale d’environ 2 cm de longueur qui comporte un noyau lui-méme allongé.
L’olive ne comporte pas moins de 10 minéraux (sodium, magnésium, fer, cuivre...), des acides au
nombre de 6 ou 7, des vitamines (A, D et F), des pigments, de la cire, de la chlorophylle, de 1’eau et
divers autres éléments (Bourbia, 2016). L’olive se présente sous deux formes vertes et noires. L'olive
verte est la plus demandée. L'olive noire, moins recherchée, posséde une plus grande valeur nutritive.

Divers sous-produits sont tirés de 1’olivier :

e Grignons : employés comme engrais et combustible. Frais, ils servent d'aliments pour les porcs. En
pulpe conviennent a n'importe quel bétail

e Bois : tres apprécié des ébénistes.

o Feuilles utilisées en pharmacie (autrefois servaient d'aliments verts aux animaux

depuis quelques années, les noyaux intéressent des industries spécialisées (moulage, matériaux plastiques,
etc.) (Pagnol, 1984)
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L’oléiculture algérienne est caractérisée par une large gamme de variétés. La filiere oléicole de montagne est

localisée principalement dans la région de Kabylie ; I’huile d’olive reste dans cette région un produit naturel

et sain.

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

oléicole nationale.

Sigoise : C’est une variété auto-fertile, elle représente 20% du verger oléicole national. Généralement,

elle se localise a 1’ouest du pays allant d’Oued Rhiou jusqu’a Tlemcen.

Azeradj : en termes de potentiel productif, cette variété a 1’avantage d’étre la seule a assurer un
rendement en huile allant de 24 a 28%, qui est meilleur que les autres variétés pour lequel ce
rendement est d’environ 16 a 24%. Le second atout de cette variété est sa résistance a la

secheresse.(Lamani & llbert, 2016)

Bouchouk : elle accompagne généralement les peuplements de Chemlal dont Azeradj améliore la

pollinisation. Elle présente un gros fruit destineé a la conserverie et méme a la production d’huile.
Limli : représente 8% du verger oléicole national, elle se rencontre dans la région d’Oued Soummam.

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

Rougette et blanquette de Guelma : elles se trouvent en association dans la région est du
pays(Maouche & Hebib, 2021).
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Figure 2 : caractéristiques morphologiques de 1’Olive (Maymone et al., 1961).

L’olive se compose de ces différents tissus

e Un épicarpe 2 a 2.5 % : I’eau de ’olive, il est recouvert d’une matiére cireuse, la cuticule, qui est
imperméable a 1’eau.

e Unmésocarpe 71,5a80,5% : la pulpe du fruit est constituée de cellules dans lesquelles va étre stockée
I’huile d’olive.

e Unendocarpe : 17,3 a 23,0% paroi du noyau 2,0 a 5,5% Amandes

1.3. Production mondiale
Selon les prévisions du COI (Conseil International Oléicole), la production mondiale d’huile d’olive

2023/2024 devrait chuter a 2,4 Mt, soit une baisse de 8 % par rapport a la campagne précédente.

La production de la campagne oléicole 2023/24 sera, pour la deuxiéme année consécutive, inférieure a la
moyenne des quatre campagnes précédentes. Les principaux pays producteurs devraient produire 1,9 Mt soit
une diminution de 7 % en un an. Malgré tout, selon les premiéres estimations de I’UE, la production d’huile
d’olive européenne devrait s’approcher de 1,5 Mt (1,4 Mt en 2022/2023) en hausse de 7 % par rapport a la

campagne précédente.

Tandis que les pays de la méditerranée occidentale (Espagne, Italie, Portugal, Tunisie et Maroc) prévoient
des volumes de récolte plus importants ou stables par rapport a 2022/23, la Grece et la Turquie annoncent

une baisse significative de leur production, principaux pays producteurs mondiaux (tableau N°1)
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Tableau I : production mondiale d’huile d’olive (2021/2024)

Bassin de production occidental (1000t)

2021/22 2022/23 2023/24 variation 2023/24%
Espagne 1492 666 766 +15%
Italie 329 241 300 +25%
Tunisie 240 180 200 +11%
Portugal 206 126 150 +19%
Maroc 190 107 106 -1%

Bassin de production oriental

Turquie 235 380 210 -45%

Grece 232 345 200 - 42 Y%supérieure a 40 %.

Titre du graphique
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1600
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Figure 3 : graphe de la production mondiale de I’huile d’olive
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1.4. Production nationale
La superficie totale du verger oléicole national s'éléve, comme évoqué auparavant, a environ 389 000 ha pour

plus de 25 millions d’arbres.

L’oléiculture est concentrée exclusivement au niveau de 6 principales wilayas, trois wilayas de la région du
Centre, qui représente plus de 50% de la surface oléicole nationale (Bejaia, Tizi-Ouzou, Bouira) et trois de
la région Est (Bourdj Bourreridj, Sétif et Jijel). Quant au reste du verger oléicole, plutét consacré a la
production d’olives de table, il se trouve essentiellement dans trois autres wilayas (Tlemcen, Mascara et
Relizane). L’oléiculture orientée vers la production d’huile d’olive domine la quasi-totalité de la région de
Bejaia, avec prés de 70% de la surface arboricole totale. Elle s’étend sur une superficie de plus de 60 000 ha
(Boudi et al., 2013). Comparativement aux autres wilayas productrices d’olives destinées a I’huile, Bejaia est

en premiere position.(Lamani & llbert, 2016)

B BEJAIA
W TIZI QUZOoU
BOUIRA
B B.BOURRERID)
M SETIF
JUEL
AUTRES

Figure 4 : Répartition des zones géographiques de I'oléiculture algérienne

(Hadjou et al., 2013)
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1.5. Procédés d’extraction de I’huile d’olive

L’huile d’olive est obtenue a partir du fruit de I’olivier grace a des procédés d’extraction a plusieurs étapes,
qualifiés de discontinus par pressage ou continus par centrifugation (horizontales et verticales) dans des
industries oléicoles traditionnelles ou modernes. La qualité de ’huile d’olive et le rendement d’extraction
sont étroitement associés a la variété, la période de collecte, la durée de stockage des olives et le systeme

d’extraction employé.

L’utilisation de certaines préparations enzymatiques durant le processus d’extraction améliore la qualité de
I’huile d’olive ainsi que le rendement d’extraction (Montedoro et al., 1993; Peres et al., 2014 ; Peres et al.,
2017).

1.5.1. Préparation des olives

Avant de procéder a I’extraction de I’huile d’olive, la premiére étape consiste en le nettoyage des olives,
I’enlévement des tiges, des feuilles, des brindilles et d’autres débris. Le lavage vise également a éliminer les
pesticides et les poussiéres (Souilem et al., 2017). Les contaminants légers sont alors éliminés par un flux
d’air ou d’eau et les particules lourdes retombent dans un bain d’eau. Le lavage est un point de controle
critique en raison d’une éventuelle contamination microbiologique et de dommages physiques pouvant
affecter les olives (Souilem et al., 2017). Le stockage des olives a court terme avant 1’extraction de 1’huile
peut réduire les attributs sensoriels de I’huile d’olive en raison des changements dans les propriétés physico-

chimiques des composés phénolique CP (Vichi et al., 2015).

1.5.2. Procédé discontinu

Le procédé d’extraction de I’huile d’olive le plus répandu et le plus ancien est bien le systéme discontinu par
presse (figure 5). La pate résultante suite au broyage des olives est étendue sur des disques de fibres entasses
les uns sur les autres puis placés dans le pressoir. Ces disques sont traditionnellement construits en fibres de
chanvre ou de noix de coco ou en fibres synthétiques pour de plus faciles nettoyage et maintenance
(Kapellakis et al., 2008).

11
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La phase solide de la pate des olives est compactée par pression appliquée sur les disques, les phases liquides
générées, 1’huile et les eaux de végétation (connues sous le nom de margines, amuredje en Kabylie, amurca

ou alpechin en Europe) sont ensuite récupérees.

Afin de faciliter la séparation de I’huile des autres phases, une faible quantité d’eau est ajoutée. De plus, ce
procédé génére aussi une fraction solide appelée grignon d’olive (amegrouche en Kabyle) contenant la pulpe
d’olive, la peau, le noyau et I’eau. Ce sous-produit, mélangé avec une émulsion qui contient I’huile d’olive,
est séparé par décantation du reste des margines. Les principaux avantages de cette méthode résident dans le
faible colt de 1’équipement, la simplicité de la technique et plus particuliérement, la faible quantité d’eau

utilisée réduisant ainsi le volume des margines a environ 40 a 60 L/100 kg d’olives (Kapellakis et al., 2008).

En revanche, ces margines en étant plus concentrées, posent de sérieux problemes écologiques comparées a
celles générées par les autres procédés d’extraction utilisant des volumes d’eau plus importants (Di
Giovacchino et al., 2002). De surcroit, la discontinuité du procédé demeure fastidieuse et présente un co(t

élevé de la main d’ceuvre.

12
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Figure 5 : schéma général du processus d’extraction d’huile d’olive a presse

(Vlyssides et al .,2004 ; Dermeche et al .,2013 ; Nadour et al., 2015).

1.5.3. Procédé continu

Le procédé continu d’extraction de I’huile d’olive utilise un décanteur industriel, ou s’effectue le

fractionnement des phases par centrifugation selon la différence de densité des composants de la pate d’olives

(huile, eau et résidus insolubles). La pate d’olive, obtenue suite au broyage et malaxage automatique, peut

étre alors traitée soit par un décanteur centrifuge a deux phases, soit par un décanteur centrifuge a trois phases.

Dans le systeme a deux phases, le produit est séparé en phase liquide (huile) et en phase solide (fragments

des noyaux, pulpe et un concentra d’eau de végétation). Dans le systéme d’extraction a trois phases (figure

6), le produit est séparé en phase liquide Iégere (huile), en phase liquide lourde (les margines) et en phase

solide qui est le grignon (fragments de noyaux et pulpe). Cette derniére

13
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porte plusieurs appellations en Europe selon sa concentration, laquelle est étroitement associée aux volumes
d’eau utilisées. Ainsi, les termes ou appellations “olive pomace, alperujo” curopéennes se référent aux
grignons humides pateux du systeme d’extraction a deux phases. Dans les deux systémes a deux et a trois
phases, la phase huileuse est récupérée par une séparation gravitationnelle (Souilem et al., 2017).

1.5.4.1 Extraction a trois phases

Le procédé d’extraction a trois phases a ¢té introduit durant les années 1970 d’une part, pour la rapidité

opérationnelle en vue d’augmenter les quantités d’olives a traiter et les rendements d’extraction et d’autre
part, pour réduire la main d’ceuvre et la durée de stockage des olives (Souilem et al., 2017).
Comme le montre la (figure 6), le procédé d’extraction continu a trois phases génére un volume considérable
de margines qui représente environ 80 a 120 L/100 Kg d’olive et ce, en raison de I’addition de 1’eau chaude
a I’étape de centrifugation qui est de 1,25 a 1,75 fois supérieure a une extraction traditionnelle (Alburquerque
etal., 2004).

Une automatisation totale et une production d’huile rapide et de meilleure qualité sont les avantages
marquant ce systéme. En revanche, une consommation élevée en eau et en énergie ainsi que des colts
d’équipements assez importants soulignent les inconvénients de ce systeme.

En dépit de la grande consommation en eau, ce procédé demeure toujours employé et plus particuliérement
dans les pays producteurs de grandes quantités de I’huile d’olive et ce, sur de courtes périodes.

1.5.4.2 Extraction a deux phases

Le procédé¢ d’extraction a deux phases a été développé durant les années 1990. 11 a été surnommé de décanteur
économique, car il ne nécessite pas 1I’adjonction de gros volumes d’eau et par conséquent, il génere d’infimes
quantités de margines comme le résume (la figure 7) (Roig et al., 2006., Kapellakis et al., 2008). Ces
derniéres, sont incluses avec le grignon et la pulpe résiduels pour donner un grignon humide constituant ainsi
un sous-produit semi solide. Le systéme a deux phases est caractérisé par sa grande capacité de traitement,
jusqu’a 100 tonnes d’olives par jour. Le grignon peut étre exploité pour extraire davantage d’huile et
augmenter ainsi les rendements (Aparicio et Harwood, 2013 ; Romero-Garcia et al., 2014). Cependant, le
grignon humide résultant est difficile a gérer pour sa charge polluante associée a sa concentration importante
en maticres organiques et en polyphénols. Le systéme d’extraction a deux phases prédomine actuellement en
Espagne, ou environ 90% des huileries opérent avec cette technologie. Néanmoins, les problémes de gestion
des grignons humides tres polluants limitent son utilisation par les autres pays producteurs de I’huile d’olive

(Mcnamara et al., 2008).
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Figure 6 : Systéme continu d’extraction de I’huile d’olive par centrifugation a trois phases
(VLYSSIES et al.,2004 ;DERMECHE et al .,2013 ;NADOUR et al .,2015).
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Figure 7. Systéme continu d’extraction de I’huile d’olive par centrifugation a deux phases
(Vlyssides et al .,2004 ; Dermeche et al .,2013 ; Nadour et al., 2015).

16



Partie bibliographique

1.6. Les sous-produits oléicoles
La croissance significative de la production d'huile d'olive dans les pays méditerranéens, tels que I'Algérie,
entraine la génération de grandes quantités de sous-produits connus sous le nom de margines et de grignons
d'olives. A I'échelle mondiale, les industries oléicoles produisent chaque année prés de 30 millions de métres
cubes de margines et 20 millions de tonnes de grignons. En Algérie, la production est estimée en moyenne a
2 millions de tonnes de margines et 9 millions de tonnes de grignons d'olive. Comme d'autres pays
producteurs d'huile d'olive, I'Algérie est confrontée a la problématique de la pollution due aux effluents
oléicoles et cherche a développer des biotechnologies pour les traiter. Avant d'examiner les différentes fagons
de valoriser les résidus oléicoles, examinons les divers systemes d'extraction, les facteurs influencant la
qualité de Il'huile d'olive, ainsi que la composition chimique des résidus et leur impact sur

I'environnement.(Dermeche, 2020)

1.6.1 Feuilles d’olivier

Le terme "feuilles d'olivier" indique qu'il s'agit d'un mélange de feuilles et de branches obtenues a partir
de la taille des oliviers et de la récolte et du nettoyage des olives. Il représente environ 10% du poids des
olives. Les feuilles d’olivier (FO) sont opposées, ovales allongées, portées par un court pétiole, Coriaces,
entieres, enroulées sur les bords, d'un vert foncé luisant sur la face supérieure, et d’un vert clair argenté avec

une nervure médiane saillante sur la face inférieure (Aouidi, 2012).

1. Composition des feuilles d’olivier en composés phénoliques

Les composés phénoliques sont pour la plupart des dérivés substitués d’acide
hydroxycinnamique (forme libre phénolique) et acide hydroxybenzoique (forme liée
phénoliques) (Singh et Saldafia, 2011). Les feuilles d'olivier peuvent étre considérées comme
une source naturelle bon marché et facilement disponible des composeés phénoliques. Le
rendement théoriqgue maximal des teneurs en polyphénols déterminée par l'essai Folin-
Ciocalteu, soit 250,2 mg d'acide gallique par 100 g de poids sec d'extrait de feuilles d'olivier
(Sivakumaran et al., 2004). 11 varie entre 2,8 mg/g de matic¢re séche (Altiok et al., 2008) et 44,3
mg/g de matiéere seche (Boudhrioua et al., 2009). Elle peut méme dépasser les 250 mg/g de

matiére séche (Mylonaki et al., 2008).

Les polyphénols sont présents dans presque toutes les parties de l'olivier, mais leur
nature et la concentration varient beaucoup d'un tissu a l'autre. Cing groupes de composés

phénoligques sont principalement identifiés dans les feuilles d'olivier :
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e Lesoleuropéosides (oleuropéine et verbascoside),

e Les flavones (lutéoline 7-O-glucoside, apigénine 7-O-glucoside, diosmétine 7-O-

glucoside, lutéoline et diosmétine),

e Les flavonols (rutine),

e Les flavan-3-ols (catéchine)

e Les phénols substitués (tyrosol, hydroxytyrosol, vanilline, acide vanillique et acide

caféique).

Les composés phénoliques les plus abondants dans les feuilles d'olivier est I'oleuropéine,

suivie de I'hydroxytyrosol, le flavone-7-glucosides de lutéoline, d'apigénine et de verbascoside

(Yoon, 2018).

1o o7 o
i
R{ o g
o)

H;CO

Oleuropein (R = OH; Ry = Glc)
Oleuropein aglycone (R; = OH; R; = OH)
Ligstroside (Ry = H; Ry = Gl¢)
Ligstroside aglycone (R| = H; Ry = OH)

Duldehydlc deacetoxy forms]

PO

Olecacein (R, = OH)
Oleocanthal (R; = H)

Q O, OH

HO
Verbascoside

Tyrosol (R = H: R;= OH)
Hydroxytyrosol (R;. Ry = OH)

G oo UG
HO :
S on

Flavonals
Flavones

Quercetin (R; = OH; R; = OH)
Isorhamnetin (Ry = OH; Ry = OCH3;)
Rutin (R; = Rut; R, = OH)

Apigenin (R = H: Ry R; Ry=OH)
Apigenin 7-O-glucoside (Ry = H; Ry R;=OH; Ry=Gl¢)
Apigenin 7-O-rutinoside (R} = H; Rz R; = OH: R; = Rut)
R, Lutcolin (R}, R; = OH)
OH Luteolin 7-O-glucoside (R,. Ry R3= OH; R, = Glc)
Lutcolin 4'-O-glucoside (R, R;. Ry = OH; R;= Glc)
HO. O .»\CIRZ Diosmetin (R R;. Ry~ OH: Ry = OCH;)
Diosmetin 7-O-glucoside (R, R; = OH; R, = OCHj: R, = Glc)
e ey
OH O
Flavanols
Catechin (R; = OH; Ry = H)
Gallocatechin (R, Ry = OtHl)

R,
R, R» I;/u\ou R, D/\)-LOH
R,
no: : R Ry
Hydroxycinnamic acids
p-coumarie acid (R = H)

Caffeic acid (R; = OH)
Ferulic acid (R; = OCHj;)

Phenylethanoids Hydroxybenzoic acids
p-hydroxybenzoic
acid Ry Ry =H; R, = Ol1)
Gallic acid (R,. Ry, Ry=OH)
Vannilic acid
(R, = OCHj; R, = OH; Ry=H)

Figure N° 9 : Exemples de polyphénols dans I'olivier. Glc-Glucose ; Rut-Rutinose (Yoon,

2018).
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1.1 Composition

Tableau IT : Composition chimique global des feuilles d’olivier (exprimé en g par 100g)

selon plusieurs auteurs

Composition Boudhrioua et Erbay et Martin-Garcia |Garcia-Gomez | Fegeros et
al., 2009 Icler, letal, 2006 letal. 2003 al., 1995
2009
Eau 46,2-49,7 a 498a |414a Nd 44,0 a
Protéines 5,0-7,6 a 54 a 70D Nd Nd
Lipides 1,0-1,3a 6,5a 3.2b 6,2Db Nd
Minéraux 2,8-44a 3,6a 16,2 b 26,6 b 9,2Db
Carbohydrates 37,1-425a 275a |Nd Nd Nd
Fibres brutes Nd 7,0a Nd Nd 18,0 b
Cellulose Nd Nd Nd 19,3b 11,4 b
Hémicellulose Nd Nd Nd 254D 13,3b
Lignin Nd Nd Nd 30,4Db 14,2 b
Polyphénols totaux|1,3-2,3 b Nd 25D Nd Nd
Tannins solubles  |Nd Nd Nd Nd 0,3b
Tannins condensés|Nd Nd 0,8b Nd 1,0b

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

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

Nd : valeur non déterminée
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1.2 Profil bioactif des feuilles d'olivier

Les feuilles d'olivier contiennent plusieurs composés phénoliques (Tableau 3) tels que
les sécoiridoides (oleuropéine, ligstroside, diméthyloleuropéine et oléoside), les flavonoides
(apigénine, kaempférol, lutéoline) et les composés phénoliques (caféine acide, tyrosol,
hydroxytyrosol). Une analyse qualitative et quantitative de la composition a été effectuée en
utilisant la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) couplée a la photodiode. La
détection par réseau a réveélé six composés polyphénoliques majeurs présents dans 1’extrait de
la feuille d’olivier : oleuropeine (24,5 %), verbascoside (1,1%), lutéoline-7-O-glucoside (1,4%),
apigenin-7-O-glucoside, hydroxytyrosol (1,5 %) et tyrosol (0,7 %) (Hayes et al., 2011 ;
Niaounakis et Halvadakis, 2006 ; Rafiee et al., 2012).

L'huile essentielle de feuilles d'olivier est un produit trés complexe, c’est un mélange
contenant des aldéhydes, des cétones, des esters, des alcools, des alcénes et des alcanes. Les
composants majors de I'huile essentielle de feuille d'olivier sont du 2-décénal-(E) (20,43 %),
benzéne-acétaldéhyde (4,00 %), 2-undécénal (3,71 %) et valencen (3,31 %) (Konoz et al.,
2013).
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Tableau III : Les groupes phénoliques dans 1’extrait de feuille d’olive (OLE) (Benavente

Garcia et al., 2000).
Groupe Composé Structure TEAC? dd
OLE (mM)
, . <‘;\OHOH
Oleuropeosides| gjeropgine 5 0.88 + 0.09
u [l
- \ 'o’ ’:"g o~ l"n' s
Verbascoside "o —z}—o- = —COO 1.02 £ 0.07
O
Flavones Luteolin-7-glucoside M 10714004
GhucO
o+ o
. . . O~ © 0\/©0H
Apigenin-7-glucoside " H)om 0.42 +0.03
Diosmetin-7-glucoside| # OTO\[\l fa 0.64 +0.09
kA
Lutéoline “»-1-:-, 2.25+0.11
e
Diosmétine 1.42 £ 0.07
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Suite Tableau 3

Flavonols Rutine e S 2.75 + 0.05
7 - OH
Flavan-3-ols Catechine - & ',@[
OH
m” 2.28 +0.04
OH
0.35 + 0.05
OH
Phénols substitug| TYrosol /©/\/
HO
Hydroxytyrosol OH
™ 1.57£0.12
OH
O
Vaniline 0.13+0.01
OCH 3
OH
O. OH
Acide Vannilique 0.67 £ 0.09
O/CH3
OH
. . 0
Acide caffeique - 1.37 £0.08
OH
Ho/@/\)L
OH
Capacité antioxydante équivalente de Trolox
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1.6.2. Margine
Les margines est un liquide d’aspect trouble, de coloration brune-rougeatre a noire. Leur odeur
rappelle celle de I’huile d’olive, mais elle peut devenir génante lors des phénomeénes de
rancissement ou de fermentation. Elles sont caractérisées par un pH acide (3-5) et une trés
grande conductivité électrique. Sa couleur noire est due a la présence des polyphénols (Lesage-
Meessen et al., 2001) . Les margines peuvent étre considérées comme un complexe chargé en
matiéres organique et minérale. Les changements dans les caractéristiques des margines
résultent du type du procédé d’extraction de I’huile, de la qualité, de la variété des olives et de
la conduite des opérations d’extraction (Fadil et al., 2003). Les composés fondamentaux des
margines sont I’eau (83-96%), les matiéres organiques (3.5-15%) et de sels minéraux (0.5-2%)
(Anglada et al., 2011)

1.6.3 Grignon d’olive

C’est un sous-produit du processus d’extraction de 1’huile d’olive, issus de la premicre
pression ou centrifugation (Nefzaoui, 1987). C’est un résidu solide composé des peaux, des
résidus de la pulpe et des fragments des noyaux. Il est composé par une fraction riche en
lignine provenant des fragments de noyaux, et I’autre renfermant principalement des glucides,
comme la cellulose et I’hémicellulose et, dans une moindre mesure, des protéines et de I’huile

résiduelle qui dépend de la technique d’extraction (Nefzaoui, 1984).

1.6.3.1 Caractéristiques physiques des grignons
Plusieurs types de grignons peuvent étre distingues :

e Grignon brut
Résidu de la premiere extraction de I'huile par pression de l'olive entiére, ses teneurs
relativement élevées en eau (24%) et en huile (9%) favorisent son altération rapide lorsqu'il est
laissé a I'air libre (Sansoucy, 1984).

e Grignon épuisé
Résidu obtenu aprés deshuilage du grignon brut par un solvant, généralement I’hexane
(Sansoucy, 1984).

e Grignon partiellement dénoyauté
Résulte de la séparation partielle du noyau de la pulpe par tamisage ou ventilation
(Sansoucy, 1984) : il est dit “gras” si son huile n'est pas extraite par solvant il est dit “dégraissé

ou épuisé” si son huile est extraite par solvant
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e Lapulpe d’olive :

Pate obtenue lorsque le noyau a été séparé de la pulpe préalablement a I'extraction de I'huile.
Elle est riche en eau (60%) et de conservation trés difficile (Sansoucy, 1984).
1.6.3.2 Composition chimique des grignons

La composition chimique des grignons d’olive varie dans de trés larges limites selon le
stade de maturité, le procédé d’extraction de I’huile et 1I’épuisement par les solvants (Nefzaoui,
1984).
1.6.3.2.1 La cellulose brute

Le taux de cellulose brute est élevé pour les grignons non dénoyautés. Le dénoyautage
partiel réduit considérablement cette teneur, mais méme la pulpe pure contient autour de 20%
de cellulose brute (Sansoucy, 1984).
1.6.3.2.2 Les matiéres azotées

Leurs teneurs varient selon le type de grignon, mais restent relativement modestes

(Sansoucy, 1984). Elles sont en moyenne de I’ordre de 10% (Nefzaoui, 1984)

1.6.3.2.3 Les cendres

Leurs teneurs sont normalement faibles, entre 3 et 5% (Nefzaoui, 1984).
1.6.3.2.4 Les matieres grasses

La teneur en matiéres grasses des différents tourteaux vierge ou tourteaux pression est
trés €levée, de 15 a 20 % en moyenne. L’extraction de 1’huile par des solvants permet d’abaisser

ce taux a 4 - 5 % de matieres grasses (Loussert et Brousse, 1998).
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L’EMBALAGE ACTIF

1. Introduction

Tous les aliments subissent une transformation progressive de leurs propriétés
microbiologiques, chimiques, physiques et organoleptiques. La durée de conservation des
aliments intéresse I'ensemble des acteurs de la chaine alimentaire, du producteur au
consommateur. Elle est influencée par de nombreux facteurs, parmi lesquels I'emballage joue

un role primordial (Parisi, 2002).

Sans le développement de I'emballage, les systémes de récolte, de traitement et de distribution
des produits alimentaires n'auraient pas atteint leur niveau actuel. Les consommateurs n'auraient
pas eu un acces facile a la vaste gamme d'aliments disponible aujourd'hui, et les déchets ainsi
que les pertes dues a la détérioration des aliments auraient été plus importants (Cirillo et al.,
2015). Des systemes d'emballage ont été mis en place pour atteindre ces objectifs, et des efforts
considérables ont été déployés pour développer des matériaux plus efficaces sur les plans
mécanique et fonctionnel (\Volpe et al., 2015).

2. Emballage alimentaire : fonction et enjeux
Avant de communiquer, tracer, transporter, commercialiser, I'emballage a pour
fonction primaire de protéger et de stabiliser I'aliment (Zhang et Mittal, 2010). Qu'il
soit en plastique, papier-carton, verre, bois, métal ou composite, I'emballage est mis
en ceuvre le plus souvent, ala fin de la chaine de production de I'aliment et fait partie

intégrante des technologies de conservation de I'aliment (Gontard, 2015).

La premiére fonction de I'emballage alimentaire est en effet de protéger, transporter
et stocker ces denrées périssables que sont nos aliments. Cette nécessité est apparue
durant la deuxiéme partie du vingtieme siécle ou I'emballage été célébré par une
intensification et une diversification considérables de ses formes et de ses utilisations.
Deux prix Nobels ont été co- attribués en 1963 dans le domaine de la chimie des
plastiques pour la découverte de catalyseurs permettant la polymérisation des
polyéthylene et polypropyléne qui sont aujourd’hui couramment utilisés comme
emballage alimentaire. En réduisant les pertes des denrées alimentaires au cours des
étapes de distribution, stockage et commercialisation, ces matériaux contribuaient

ainsi déja a d'importants enjeux de sécurité alimentaire (Gontard et al., 2017).
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Les systemes d'emballage et les techniques de conditionnement peuvent étre

considérés commedes outils technologiques mis en ceuvre pour assurer la

conservation des denrées alimentaires (Multon, 1998). Pour ces applications, les
emballages sont avant tout des systemes de protectionpassive des denrées alimentaires
(exemple : une barriére physique entre le produit et le milieu environnant). La
fonction de protection des emballages prend en compte la protection mécanique
(contre les chocs), la protection contre les transferts de matiére (essentiellement les
gaz et les liquides), la protection contre les transferts d'énergie (lumiére et chaleur) et
la protection contre les micro-organismes. Les emballages participent ainsi
pleinement au maintien de la qualité hygiénique et microbiologique des aliments tout
au long des chaines de distribution (Cug et Redl, 2000).

La conservation des aliments pourrait étre définie en termes de réduction des
réactions de dégradation, a savoir des réactions physico-chimiques et microbiennes
pour les produits non vivants et aussi des réactions physiologiques pour les produits
vivants. La qualité et la salubritédes aliments dépendent de la qualité initiale des
matieres premieres et du taux de réactions de dégradation qui surviennent pendant le
traitement des aliments, du stockage, de la distributionet des étapes de préparation a
domicile (Steele, 2004). L'emballage définit matériellement autour de I'aliment une
atmosphére favorable a la préservation des qualités gustatives, nutritionnelles et de
la sécurité sanitaire des aliments. 1l permet de maitriser les transferts de vapeur d'eau,
d'oxygéne et/ou de gaz carbonique qui conditionnent les vitesses de nombreuses
réactions d'oxydation des constituants de I'aliment (vitamines, acides gras essentiels,
composés d'arbme etc.), le développement microbien ou encore les réactions

physiologiques de maturation des produits vivants (Guillard et Gontard, 2017).

Centre d'importants enjeux économiques, environnementaux et de santé publique,
I'emballage alimentaire impose aujourd'hui aux acteurs économiques de faire évoluer
les matériaux et les technologies vers des solutions plus respectueuses a la fois de

I'environnement et du consommateur (Gontard et al., 2017).

Le principal enjeu de la recherche et développement se situe aujourd'hui sur
I'amélioration de I'impact environnemental du systeme « aliment emballé » dans son

ensemble, non seulement en minimisant I'impact négatif du matériau d'emballage sur
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I'environnement mais aussi en améliorant son réle positif sur la reduction des pertes
et gaspillages alimentaires qui impactent trés fortement notre environnement
(Angellier et al., 2013).

En outre, la demande des consommateurs pour des aliments frais, légérement
transformés, faciles a préparer et préts a consommer tout en conservant leur aspect
attrayant pendant plusieurs jours, ainsi que les exigences de plus en plus strictes
concernant la santé du consommateur, posent des défis majeurs pour la qualité et la
sécurité des aliments (Vermeirenet al., 1999 ; Yam et al., 2005). Par conséquent, un
emballage simple avec une couche barriérepassive est souvent insuffisant (Hauser
and Wunderlich, 2011).
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Revétement alimentaire

1.Définition d’un revétement alimentaire

Un revétement alimentaire se définit comme une fine couche de matériau comestible ou
non comestible appliquée directement sur la surface d'un produit alimentaire ou sur la face
interne d'un emballage en contact avec I'aliment. Cette couche généralement d'une épaisseur
inférieure & 0,3 mm agit comme une barriére protectrice entre l'aliment et son environnement
extérieur. Contrairement a un emballage traditionnel, le revétement est en contact direct avec

I'aliment et fait partie intégrante du systéeme de protection (Dangi et al., 2023).

2.Role d’un revétement alimentaire

Les revétements en emballage alimentaire jouent un rble crucial dans I'industrie
agroalimentaire moderne. Ils agissent comme une barriére protectrice contre les facteurs
externes tels que I'humidité, I'oxygene et la lumiére, qui peuvent altérer la qualité de I'aliment.
Cette protection permet de préserver la fraicheur du produit et détendre sa durée de
conservation. De plus, les revétements peuvent améliorer I'apparence visuelle du produit, le
rendant plus attrayant pour le consommateur, tout en facilitant sa manipulation et son transport
(Pavithra et al., 2023).

3.Types de revétement alimentaire
Les revétements alimentaires peuvent étre classés en plusieurs catégories selon leur
composition, leur fonction et leurs propriétés. VVoici une vue d'ensemble des principaux types

de revétements utilisés dans l'industrie alimentaire :

3.1. Revétements synthetiques : largement utilisés dans I'industrie alimentaire, sont fabriqués
a partir de polymeres dérivés du pétrole tels que le polyéthyléne (PE), le polypropyléene (PP) et
le polyéthyléne téréphtalate (PET). Ces matériaux offrent d'excellentes propriétés barriéres
contre I'numiditeé et les gaz, assurant ainsi une protection efficace des aliments. Leur durabilité
et leur codt relativement faible en font des choix populaires pour de nombreuses applications.
Cependant, leur nature non biodégradable souleve des préoccupations environnementales

croissantes, incitant I'industrie a explorer des alternatives plus durables (Bajpai et al., 2023).
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3.2. Revétements a base de biopolyméres : constituent une catégorie innovante et écologique
de revétements alimentaires, s'inscrivant dans la tendance croissante vers des solutions
d'emballage plus durables. Ces revétements sont composés de polymeéres naturels,
géneralement dérivés de ressources renouvelables d'origine végétale ou animale, offrant ainsi

une alternative biodégradable aux revétements synthétiques traditionnels (Gomez et al.,2023).
Parmi les biopolymeéres couramment utilises, on trouve :

e Le chitosane : le chitosane est dérivé de la chitine présente dans les coquilles de crustacés.
Le chitosane est apprécié pour ses propriétés antibactériennes, sa biodégradabilité, et sa
non-toxicité, ce qui le rend idéal pour des applications telles que la conservation des
aliments, les emballages et les pansements médicaux (Aranaz et al., 2010).

e L'acide polylactique : le PLA est un autre biopolymére largement utilisé. Ce polyester
thermoplastique est dérivé de ressources renouvelables comme le mais et la canne a sucre.
En plus d'étre biodégradable, le PLA est couramment utilisé dans I'emballage alimentaire,
les films agricoles, et certains dispositifs médicaux.

e L'amidon : extrait du mais, de la pomme de terre ou du blé, est utilisé comme matériau
biodégradable offrant des propriétés de barriere modérées. Il est employé dans la fabrication
de films d'emballage alimentaire, de revétements pour papier et carton, ainsi que dans des
applications agricoles telles que les revétements de semences. Les protéines de soja sont
également utilisées comme biopolymeéres. Transformées en films et revétements, elles
offrent des propriétés mécaniques et de barriere adéquates pour les emballages alimentaires
et les films protecteurs comestibles.

e Les protéines de lait : en particulier la caséine, sont utilisées pour produire des films avec
de bonnes propriétés barriéres. Ces protéines sont utilisées dans les films comestibles, les

emballages alimentaires, et les revétements de protection pour le papier (Garcia et al., 2000)
e Alginate : un autre biopolymére extrait des algues brunes, il est utilisé pour former des films

comestibles et des revétements qui peuvent étre appliqués sur divers aliments pour

améliorer leur durée de conservation (Hernandez-lzquierdo et Krochta, 2008).
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3.3. Revétements actifs

Les revétements actifs représentent une innovation majeure dans le domaine de
I'emballage alimentaire, marquant une évolution significative par rapport aux revétements
traditionnels passifs. Le revétement actif est une couche de matériau appliquée sur un aliment
ou un emballage, incorporant intentionnellement des composants destinés a étre libérés dans
I'aliment ou & absorber des substances de I'aliment et/ou de son environnement. Cette interaction
contr6lée vise a maintenir ou améliorer la qualité et la sécurité du produit alimentaire,

prolongeant ainsi sa durée de vie.
Les types de revétements actifs couramment utilisés :

» Revétements antimicrobiens : les revétements antimicrobiens empéchent la croissance
de micro-organismes sur les surfaces grace a des agents actifs comme les ions argent, le
cuivre, le zinc, ou des biocides. Ils sont utilisés dans les secteurs médical et alimentaire
pour prévenir les contaminations et assurer une hygiene optimale (Rai et al., 2012).

> Revétements a base de protéines : sont des films comestibles fabriqués a partir de
protéines naturelles, utilisées pour protéger les aliments et améliorer leur conservation.
Ces revétements forment une barriere contre I'oxygeéne, I'humidité, et les contaminants,
aidant ainsi a prolonger la durée de conservation et a maintenir la qualité des produits.
Ces derniers sont de plus en plus populaires en raison de leur caractere biodégradable,
comestible, et respectueux de I'environnement, tout en offrant des solutions efficaces

pour la conservation des aliments. Quelques types de revétements a base de protéines :

e Protéines de lait
Les protéines de lait, principalement la caséine et la lactalbumine, sont utilisées pour créer des

films comestibles qui offrent une bonne barriére contre I'oxygéne. Ces revétements sont

souvent appliqués sur les fromages, les confiseries, et les produits de boulangerie pour prévenir

I'oxydation et le dessechement (Gontard et al. , 1993).
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e Protéines de Soja
Les protéines de soja sont couramment utilisées pour fabriquer des films et des revétements
comestibles en raison de leur disponibilité et de leur faible colt. Ces revétements possedent de
bonnes propriétés barrieres et mécaniques et sont utilisés pour les fruits, les legumes, les
produits de viande et les confiseries.

e Protéines de Blé (gluten)

Le gluten de blé est utilisé pour créer des films avec de bonnes propriétés barriéres contre
les gaz. Il est souvent utilisé dans I'emballage alimentaire et pour les applications de

conservation des fruits et légumes frais.

e Gélatine
La gélatine, dérivée du collagéne présent dans les peaux et os d'animaux, est utilisee pour
fabriquer des films flexibles et transparents. Ces revétements sont principalement utilisés pour

les produits de confiserie et les applications de gélification.

e Protéines de malis (Zeine)
La zeine, une protéine du mais, est utilisée pour fabriquer des films résistants a I'humidité et
aux huiles. Ces films sont souvent utilisés pour recouvrir des bonbons, des fruits secs, et des

noix afin de prolonger leur durée de conservation.

e Protéines de poisson
Les protéines de poisson peuvent étre utilisées pour créer des films comestibles avec de bonnes
propriétés barriéres a I'oxygene et a I'numidité. Elles sont souvent appliquées sur les fruits de

mer et autres produits alimentaires pour prolonger leur fraicheur (Gontard et al. , 1993).
3.4. Revétements a base de cire

Les revétements alimentaires a base de cire sont utilisés pour protéger et conserver les aliments
en formant une barriére efficace contre I'numidité, I'oxygéne et les contaminants. Ces
revétements peuvent étre fabriqués a partir de cires naturelles ou synthétiques, chacune ayant

des propriétés spécifiques adaptées a diverses applications alimentaires (Garcia et al.,2000).
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e Lacired'abeille : est I'une des cires naturelles les plus couramment utilisées. Produite
par les abeilles, elle est connue pour ses propriétés protectrices et son caractére
comestible. Elle est souvent appliquée sur les fruits, tels que les pommes et les citrons,
pour prolonger leur durée de conservation, ainsi que sur les produits de boulangerie et
les fromages. De plus, la cire d'abeille est utilisée dans la fabrication d'emballages
alimentaires et de produits cosmétiques en raison de ses propriétés de barriére (Garcia
et al.,2000).

e Cire de carnauba : une cire végetale provenant des feuilles du palmier carnauba, est
également largement utilisée. Cette cire est employée pour enrober des bonbons, des
fruits et des légumes, grace a ses excellentes propriétés anti-humidité et de brillance.
Elle est prisée dans l'industrie alimentaire pour améliorer l'apparence et la durée de
conservation des produits (Hagenmaier & Shaw, 1992).

e La cire de candelilla : obtenue a partir de la plante Euphorbia cerifera, est une autre
cire végétale utilisée comme alternative a la cire de carnauba. Elle est appliquée sur des
bonbons, des fruits et des Iégumes, et trouve également des applications dans les
produits cosmétiques et pharmaceutiques, en raison de ses propriétés protectrices et
brillantes (Kosti¢ et al., 2015).

e Les cires synthétiques : fabriquées a partir de polymeéres et d'autres composes
chimiques, imitent souvent les propriétés des cires naturelles. Elles sont utilisées pour
des revétements spécifiques qui nécessitent des caractéristiques particuliéres, comme
des propriétés de barriére renforcées. Ces cires trouvent leur place dans les revétements
de fruits et Iégumes, ainsi que dans d'autres produits alimentaires nécessitant une

protection supplémentaire (Garcia et al.,2000).

4. Nouvelles alternatives de revétements pour I'emballage alimentaire
Les revétements pour I'emballage alimentaire jouent un réle crucial en prolongeant la durée de
conservation des aliments, en améliorant leur sécurité et en préservant leur qualité. Avec

l'augmentation de la sensibilisation a I'environnement et les préoccupations concernant les

matériaux synthétiques, plusieurs nouvelles alternatives de revétements sont en cours de

développement. Voici quelques-unes des alternatives innovantes :
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4.1 Revétements comestibles

Ces revétements sont fabriqués a partir de matériaux naturels comme les polysaccharides
tels que le chitosane, la cellulose, les protéines comme les protéines de lait ou de soja et les
lipides. Les revétements comestibles peuvent protéger les aliments de I'oxygéne et de I'numidité

tout en étant entierement srs a consommer (Atsuko et al., 2018).
4.2 Revétements bioplastiques

Les bioplastiques, tels que le PLA (acide polylactique), sont fabriqués a partir de ressources
renouvelables comme le mais et la canne a sucre. Ils offrent une alternative plus écologique aux

plastiques traditionnels et sont biodégradables (Auras et al., 2004).
4.3 Nano revétements

L'utilisation de nanoparticules, comme Il'argile nano composite ou les nanoparticules
d'argent, peut améliorer les propriétés barrieres des revétements contre I'oxygéne, la lumiére et
les micro-organismes. Cependant, des études supplémentaires sont nécessaires pour évaluer la

sécurité des nanomatériaux (Rhim et al., 2013).
4.4 Revétements a base d’amidon

L'amidon est une ressource renouvelable et abondante qui peut étre utilisée pour créer des
films comestibles. Les revétements a base d’amidon sont utilisés pour emballer les fruits, les
légumes, et les produits de boulangerie, car ils sont biodégradables et comestibles (Mali et al,
2014).

4.5 Revétements antimicrobiens Naturels

Ces revétements incorporent des extraits de plantes ou des huiles essentielles ayant des
propriétés antimicrobiennes, comme I'huile de thym, I'huile de romarin, ou I'extrait de cannelle.
IIs peuvent prolonger la durée de conservation des aliments en inhibant la croissance des micro-

organismes (Hanani et al., 2013).
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4.6 Revétements a base de Protéines

Les protéines comme la caséine ou la gélatine peuvent étre transformées en films pour
emballages alimentaires. Ces revétements sont souvent utilisés pour les fruits et les Iégumes et
peuvent aider a réduire le gaspillage alimentaire en prolongeant la durée de conservation
(Benbettaieb et al., 2019).

4.7 Revétements a base de Cellulose

La cellulose, extraite de plantes, est un matériau biodégradable et renouvelable qui peut
étre utilisé pour créer des films d'emballage alimentaire. Les revétements a base de cellulose
peuvent étre modifiés pour améliorer leur résistance a l'eau et leur capacité de barriére contre

I'oxygéne.

Ces nouvelles alternatives de revétements pour I'emballage alimentaire représentent une
avancée vers des solutions plus durables et respectueuses de l'environnement, tout en

garantissant la sécurité et la qualité des aliments (Azeredo et al., 2020).
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1. Matériel et Méthodes
La partie expérimentale de notre travail a été réalisée au niveau des laboratoires de

microbiologie et de physico-chimie du département de sciences alimentaires de l'université

Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.
» Objectif

Dans un premier temps, 1’objectif de ce travail est d’évaluer 1’activité antibacterienne de deux
sous-produits oléicoles : le grignon d’olives et les feuilles d’olivier. Ensuite, nous avons
procédé a I’extraction et au dosage des polyphénols totaux de ces résidus. Enfin, nous avons
développé différentes formulations de gel en incorporant 1’extrait de polyphénols pertinent,

pour une éventuelle application en tant que revétement d’emballage actif.

1.1. Matériel (voir annexe n°1)
1.2. Méthodes
1.2.1. Récolte des sous-produits oléicoles

1.2.1.1. Grignon d’olive
Le grignon d’olives (GO) est obtenu a partir de 1’extraction d’huile de la variété Chemlal, en

utilisant un systeme de presse automatique. Il a été gracieusement fourni par I’huilerie de la
région de Mekla (Tizi-Ouzou, Algérie) (Figure 11), le 6 Mars 2024. Ce résidu est composé de
noyaux partiellement concassés, de pulpe et de peau. Le GO a été récupéré dans une boite en
plastique, fermée hermétiquement et stocké rapidement a 4°C a I’abri de la lumiére jusqu’a

son utilisation.

Figure 10 : Grignon d’olive a la sortie de I’huilerie si Mhend Sahmoun & Mekla (Tizi-Ouzou)
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% Séchage
Le grignon d’olive est étalé sur des plateaux en aluminium et séché dans une étuve a

une temperature de 50 °C pendant 48 heures, en le retournant et mélangeant de temps

a autre (Figure 11).
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Figure 11 : séchage de grignon d’olive dans I’étuve

+ Broyage
Le grignon d’olive est broyé en utilisant un mortier en cuivre pour obtenir vers la fin

une poudre avec des particules de dimension différentes (Figure 13).

Figure 12 : Résultat du broyage avec un mortier en cuivre
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+ Tamisage
Le grignon broyé est tamise manuellement dans une série de tamis a différentes
ouvertures de mailles. La poudre obtenue aprés tamisage comprend les particules avec
un diamétre <0.63 mm (Figure 13). La poudre ainsi obtenue est recueillie dans un

bocal en verre et conservée au frais jusqu’a son utilisation.

Figure 13 : tamisage du grignon d’olive

1.2.1.2. Feuilles d’olivier
Des feuilles fraiches d’olivier de la variété Chemlal (Figure 14), sont cueillies en pleine

période de floraison (Mars-Avril) dans la région d’Ait Boumahdi a Ouacif (Tizi-Ouzou,
Algérie), a une altitude de 566 m du niveau de la mer. La collecte des feuilles est effectuée a

la main le matin, juste apres 1’évaporation de la rosée.
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Figure 14 : feuilles d’olivier

X/

% Séchage
Apres récolte, les feuilles sont nettoyées avec de 1’eau pour éliminer la poussiére et les
impuretés. Ensuite, elles sont égouttées, étalées et séchées sur un tissu a température

ambiante a I’air libre pendent 2 semaine (Figure 15).

Figure 15 : séchage des feuilles d’olivier
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+ Broyage

Les feuilles ainsi sechées sont réduites en poudre avec un mortier en porcelaine (figurel6).

Figure 16 : broyage des feuilles d’olivier

%+ Tamisage

La poudre obtenue est tamisée a 1’aide d’un tamis a ouverture de maille de 0.63 mm (Figure

17), puis stockée dans un bocal en verre.

Figure 17 : poudre des feuilles d’olivier
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1.3 Etude microbiologique
Les bactéries tests utilisées dans ce travail ont été fourni aimablement par Monsieur MSELA,

enseignant a la faculté¢ des sciences biologiques et agronomiques de I’université Mouloud
Mammeri de Tizi-Ouzou. Il s’agit des bactéries Escherichia coli (E. coli) et Staphylococcus

aureus (S. aureus).

1.3.1. Vérification de la pureté des souches bactériennes
» Coloration de Gram

La coloration de Gram est une technique de coloration différentielle utilisée pour classifier les
bactéries en fonction de la structure de leur paroi cellulaire et confirmer leur pureté (Waites
et al., 2009).

Pour préparer une lame a une la coloration de Gram, commencez par étaler une fine couche de
la culture bactérienne sur une lame de microscope et laissez-la sécher a l'air. Ensuite, fixez la
préparation en passant rapidement la lame a travers la flamme d'un bec Bunsen, ce qui tue les
bactéries et les fait adhérer a la lame. Appliquez ensuite du violet de gentiane sur la lame et
laissez agir pendant environ une minute. Rincez doucement la lame & l'eau distillée.

Décolorez

Ensuite avec de I'alcool (éthanol) pendant environ 10 & 30 secondes. A ce stade, les bactéries
Gram négatives, comme E. coli, perdent la couleur violette et deviennent incolores, tandis que
les cellules Gram positives, comme S. aureus, retiennent le complexe violet de gentiane-iode
et restent violettes. Rincez immédiatement a I'eau distillée pour arréter I'action de I'alcool.
Appliquez ensuite de la safranine ou de la fuchsine basique pendant environ une minute. Cette
étape colore les bactéries Gram négatives (E. coli) en rose ou rouge, sans affecter les Gram
positives (S. aureus) qui restent violettes. Enfin, rincez la lame a I'eau distillée et laissez-la

sécher a l'air.
» Observation

Observer la préparation au microscope. Les cellules d'Escherichia coli apparaitront en rose ou
rouge, indiquant leur nature Gram négative. Les cellules de Staphylococcus aureus

apparaitront en violet, confirmant leur nature Gram positive. (Figure 18).
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Gram Positive Gram Negative

Fixation %@
Crysta Ilviolet ’.’

lodine treatment ' i)
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Figure 18 : Les étapes de coloration de Gram (Clark, 1981)

1.3.2 Préparions de solution McFarland

La solution de McFarland 0,5 est un standard de turbidité, utilisée en microbiologie pour
préparer des suspensions bactériennes a une densité cellulaire déterminée équivalente a
1,5x108 unités formant colonies (UFC) par millilitre(Gayathiri et al., 2018) (voir préparation

annexe N°2).
» Utilisation

Une suspension bactérienne est préparée dans 1’eau physiologique stérile. La densité de cette
suspension est ensuite ajustée pour correspondre visuellement au standard McFarland choisi
(figure 19). 1l est essentiel de bien mélanger les standards McFarland avant chaque utilisation

pour garantir des résultats précis et fiables.
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Figure 19 : Comparaison de la turbidité entre la solution de McFarland 0.5(a gauche)et la
suspension bactérienne standardisée (a droite).
1.3.3 Antibiogramme
Un antibiogramme est un test de laboratoire utilise pour déterminer la sensibilité d'une
bactérie aux antibiotiques. Dans cette expérience, quatre échantillons sont testés : grignon
frais (GF), grignon séché non broyé (GS), grignon séché broyé (GSB) et feuilles séché
broyées (FSB), sur deux bactéries : E. coli et S. aureus.

1. Préparation de la culture bactérienne

e Prélever une colonie d'Escherichia coli a partir d'une culture pure (figure 20)
¢ Inoculer la colonie sur le milieu de culture Mueller-Hinton (milieu MH) (voir
composition en annexe 3) et incuber a 37 °C pendant 18heures pour obtenir

une pré-culture bactérienne jeune.
2. Préparation de la suspension bactérienne

e Ajuster la concentration de la suspension bactérienne dans de [’eau

physiologique stérile par comparaison en standard Mc Ferland 0.5
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3. Ensemencement de la boite de Pétri
e Dans une boite de Pétri contenant le milieu MH, ensemencer 100ul de la
suspension bactérienne standardisée puis, I’étaler uniformément sur toute la

surface de la boite a ’aide d’un rateau.

= éf_“g%\ﬁ’

ol

Figure 20: Préparation de la culture bactérienne (Repiquage)

1.3.3.1 Evaluation de la sensibilité des bactéries tests aux antibiotiques
Aprés avoir ensemencé la boite de Pétri, on dépose avec une pince stérile les disque

d’antibiotique Ampicilline et Gentamicine (témoins positifs) sur la surface de la gélose

inoculée (figure 21). Cette opération est effectuée pour les deux bactéries tests.
» Incubation

Incuber les boites de Pétri a I'envers a 37°C pendant 24 heures.
» Lecture des résultats

Aprés l'incubation, on observe I'apparition des zones d'inhibition autour des disques.
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Figure 21 : Antibiogramme avec les disque d’antibiotiques (test positif)

1.3.3.2 Evaluation de I’activité antibactériennes des sous-produits oléicoles par la
technique des puits

Les puits sont obtenus a 1’aide du col d’un tube a essai préalablement flambé et refroidi
(diamétre de puits 17 mm) dans des boites de Pétri préalablement ensemencées par les
bactéries tests. Ces puits sont ensuite remplis avec les échantillons a tester a I’aide s’une
spatule stérile. Cette opération est effectuée pour les deux bactéries tests en réalisant trois
répétitions.

Les boites de Pétri sont incubées a 37 °C pendant 18 a 24 heures. Apres incubation, mesurer

les diameétres des zones d'inhibition autour de chaque disque puits a 1’aide d’une regle (figure
22).
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Figure 22 : antibiogramme réalisé selon la technique des puits

1.3.4 Extraction et dosage des polyphénols totaux
Les phénols totaux sont dosés par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu avec

spectrophotométrie UV-visible (Waterhouse, 2002).
» Préparation des extraits

L'objectif de cette extraction est de libérer les polyphénols présents dans des structures

vacuolaires par rupture du tissu végétal et par diffusion.

Nous avons quatre échantillons : grignon frais, grignon séché non broyé, grignon séché broyé
et feuille séchée broyée. Pour chaque échantillon, 10 g sont ajoutés a 100 ml d'éthanol a 75%
dans des flacons en verre. Les mélanges sont ensuite placés sur un agitateur pendant 24 heures
a I'abri de la lumiére.

Ensuite, une filtration est réalisée a l'aide de papier filtre Whatman N°15. Des solutions
aqueuses des extraits bruts sont obtenues, puis séchées sur un bain-marie. Les extraits secs
sont récupérés avec un volume déterminé. lls sont ensuite conservés dans des flacons au

réfrigérateur a labri de la lumiere dans le but de préserver les principes actifs (figure23).
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Figure 23 : Schéma d’une extraction solide-liquide

1.3.4.1 dosage des polyphenols toutaux
Ce protocole est illustré dans (la figure 24) ci-dessous.

1. Préparation de I'échantillon :
Une solution mére est préparée pour chaque echantillon de la biomasse végataleetudiée
en introduisant 2g dans 10 ml d’ethanol a 75%, ensuite des dillution sont préparées a
partir de cette solution mére(20g/ml) ensuite la 2émé dilution (2g/ml) apres (0.2g/ml)
puis (0.02g/ml) ensuite (0.002g/ml). (Bougandoura & Bendimerad, 2013)
2. Préparation des standards d'acide gallique :
Dans cette étude, I’acide gallique est utilisé comme standard pour le dosage des
polyphenols totaux. Une gamme détalon est preparée a partir d’une solution d’acide
gallique de 0,5 g/l dans de I’cau distillée.(Bekara et al., 2016)
3. Réaction avec le reactif de Folin-Ciocalteu :
On a pipeté 1 ml de chague solution diluée avec 9 ml d'éthanol. Ensuite, on a ajouté 5 ml
de réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois. Le mélange a été laissé en contact pendant 5
minutes a température ambiante. Enfin, on a ajouté 4 ml de carbonate de sodium (Na2COs) a
7,5%.

Laissez le mélange incuber pendant 1 heure a température ambiante, a I'abri de la lumiere,

afin de permettre le développement de la couleur.
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4 . Mesure de I'absorbance :

On mesure l'absorbance des solutions a 760 nm avec un spectrophotomeétre UV-Visible. Pour
ajuster le zéro de I'appareil, on utilise une solution (le blanc) contenant uniquement le réactif
de Folin-Ciocalteu dilué et le Na.COs, sans échantillon. Cette étape permet d'établir une

référence de fond pour des mesures précises des échantillons traités.

5. Réalisation de la courbe d'étalonnage :
On trace la courbe d'étalonnage en mettant en graphique I'absorbance en fonction des
concentrations connues d'acide gallique (Debit, 2015) ;(Ouadan et al., 2018)

Le pourcentage en polyphénols (équivalents en acide gallique) est calculé selon I’équation :
% phenols totaux = (C.V/1000.M) x100

Avec :

C: Concentration en équivalent acide gallique (g/l)

V : Volume de la solution (ml)

M : Masse de I’échantillon a 1’état frais (0.2Q)
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Figure 24 : protocole de dosage des polyphenols totaux
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GSB

FF GSNB

Figure 25 : Séries de dilutions des extraits de grignon d’olives et de feuilles d’olivier pour le
dosage des polyphénols totaux
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1.3.5 Preparation du gel antibactérien
En se basant sur les résultats du dosage des polyphénols totaux, nous avons sélectionné le

grignon frais pour la préparation d’un gel antimicrobien en vue d'une éventuelle application

dans I’emballage actif.

1.3.5.1 Extraction des polyphénols a partir du grignon frais :
Nous appliquant le meme protocol d’extraction expliqué precedement et illustré dans la figure

26 (mais pour une plus grande quantité). Nous commencons par mélanger 20 g de grignon
frais avec 200 ml d'éthanol a 75% pour I'extraction. Le mélange est ensuite agité pendant 24
heures afin de favoriser I'extraction des composés actifs. Aprés cette période, nous filtrons le
mélange pour separer I'extrait liquide des résidus solides. Puis nous concentrons l'extrait en

évaporant le solvant.
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Figure 26 : filtration (A) et evaporation (B) de I’extrait de grignon frais

1.3.5.2 Evaluation de I’effet antimicrobien de I’extrait de grignon d’olive

L’extrait de grignon frais (EGP) est dilué dans la DMSO ensuite, un antibiogramme est réalisé avec la
technique des dosage (figure 27). Préparer une suspension bactérienne en ajustant sa densité a
la solution standard McFarland 0,5. A I'aide d'un rateau stérile, étalez uniformément 100 pl de
cette suspension sur toute la surface d'une boite de Pétri contenant de la gélose Mueller-
Hinton. Avec une micropipette, déposez une goutte de I'EGF sur des disques de papier
Whatman stériles de 6 mm de diamétre, en utilisant une quantité standardisée d'extrait pour
chaque disque. Placez délicatement les disques imbibés sur la surface de la gélose
ensemencée et placer un disque temoin negatif (imbibé de DMSQ) au centre, en veillant a
bien espacer les disques pour éviter le chevauchement des zones d'inhibition et un disuque.

Incubez les boites de Pétri a 37°C pendant 18 a 24 heures. Aprés incubation, observez les

zones d'inhibition autour des disques.

Cette méthode permet de tester I'efficacité antimicrobienne de I'EGF contre différentes

souches bactériennes.
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Figure 27: Vérification de I’activité antibacterienne de I’EGF

(a droite le disque temoin imbibe de DMSO,le 3autres disque sont imbibes d’un

volume de I’EGP)

1.3.5.3 Préparation du gel a I’extrait de grignon d’olive

1.3.5.3.1 Préparation de la solution gélifiante :
Pour la preparation de la solution gelifiante, nous avant procedé comme suit :

Faire dissoudre 20 g d’agent gelifiant Agar-agar dans 1 L d’eau distillée.
Placer le mélange sur une plaque chauffante et sous agitation continue pour dissoudre 1’agent
gelifiant.

La solution ainsi péparée est stérilisée a I’autoclave a 121°C pendent 20min (Voir figure 28)

Incorporation des composés actifs :

Ajouter I'EGF concentré a la solution gélifiante tiede et stérile. Il est important d'attendre le
refroidissement du gel avant d'incorporer le concentré actif. Préparer des solutions avec
différentes dilutions de 10%, 30%, et 50%. Mélanger soigneusement pour homogénéiser et

assurer une distribution uniforme des composés actifs dans la solution gélifiante.
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Gel antimicrobienne

Figure 28 :Preparation du gel a I’ EGF
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1.3.6 Evaluation de I’effet antimicrobien du gel

Realiser un antibiogramme selon la technique des gouttes sur les deux bacteries tests E.coli et
S.aureus (voir figure ci-dessous 29).

Des gouttes du gel a I' EGF, sont appliquées sur la surface des géloses ensemencées. Aprés

une incubation a 37°C pendant 18 a 24 heures, les zones d'inhibition autour des gouttes sont
observées pour déterminer I'efficacitédu gel.

Figure 29 : Vérification de I’activité antibacterienne du gel a I’ EGF
(De haut en bas les differentes concentrations du gel 10%, 30% et 50%.
De gauche a droite les trois repetions pour la meme concentration du gel)

55



3°Me partie : Résultats et discussion



RESULTATS ET DISCUSSION

Résultats et discussion
Dans cette partie, nous présenterons les résultats de I'étude de I'effet antimicrobien des extraits
de grignon d'olive frais contre les deux souches bactériennes Staphylococcus aureus
ATCC 25923 et Escherichia coli ATCC 25922. Nous comparerons également I'efficacité de ces
extraits a celle des antibiotiques standards pour mettre en perspective leur potentiel comme

alternatives naturelles.
1.Prepation des biomasses
1.1. Grignon d’olive

Le grignon utilisé dans ce travail est récolté auprés d'une huilerie semi-automatique. Le
séchage dans une étuve a 50°C pendant 24 heures a assuré une déshydratation uniforme et
rapide du grignon, avec un rendement de sechage d'environ 84 %, soit une réduction de 10 kg
de grignon frais a environ 8,4 kg aprés séchage. Le broyage avec un mortier suivi d’un
tamisage a produit une poudre fine et homogéne, adaptée pour diverses applications (figure
30).
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1.GF

2.GS

Figure 30 : Transformation de grignon d’olive

GF : Grignon frais ~ GS : Grignon séché GSB : Grignon séché broyé
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1.2. Feuilles d’olivier

Le processus de sechage, broyage et tamisage des feuilles d'olivier a permis d'obtenir une
poudre homogeéne et fine. Les feuilles d'olivier, avec un poids initial de 5 kg, ont été séchées a
’air libre pendant une semaine, permettant de conserver leurs propriétés. Aprés séchage, le
poids final des feuilles était de 4,7 kg, ce qui correspond a un rendement de séchage de 94 %.
Elles ont ensuite été broyées en petites particules a I'aide d'un mortier. La poudre obtenue a
étée tamisée pour éliminer les particules trop grosses et obtenir une granulométrie uniforme. Le

résultat est une poudre de couleur verte homogéne, d'une texture farineuse. (Figure 31).
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Figure 31 : Transformation de feuilles d’olivier

FF : Feuilles fraiche  FS: Feuilles seché  FSB : Feuille séché broyé
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2. Résultats de I’étude microbiologique

2.1 Vérification de la pureté des souches bactériennes
2.1.1 Coloration de Gram

La coloration de gramme est fréquemment utilisée en microbiologie pour mettre en évidence

les bactéries Gram positif ou négatif (figure 32). Cela permet de différencier et de classer les

différentes populations de micro-organismes.

Figure 32 : Observation des souches bactériennes (A : E. coli) et (B : S. aureus) apres
coloration de Gram sous microscope optique (G x 100)

La coloration de Gram est une technique différentielle permettant la classification des
bactéries en Gram positif (Gram™) et Gram négatif (Gram’), tout en mettant en évidence leur
morphologie et leur organisation spatiale. Les bactéries Gram négatives possédent une paroi
cellulaire mince en peptidoglycane recouverte d'une membrane externe complexe, composée
d'une couche phospholipidique interne et de macromolécules de lipopolysaccharides (LPS).
Cette structure rend la décoloration par I'alcool plus efficace, facilitant ainsi la pénétration de

la fuchsine (contre-coloration).
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Le violet de gentiane traverse la paroi et la membrane bactérienne, se liant aux composants
cytoplasmiques grace au Lugol. La distinction entre les types Gram est effectuée par
I'application d'alcool, qui pénétre les bactéries et décolore le cytoplasme des Gram négatives.
Ensuite, la contre-coloration par la fuchsine colore en rose toutes les bactéries qui ont été
décolorées lors de I'étape précedente, permettant une observation plus détaillée de leur

structure et de leur disposition.

Selon Beveridge (1999) et Silhavy et al. (2010), la structure et la composition des parois
cellulaires des bactéries Gram négatives jouent un réle crucial dans leur réponse a la
coloration de Gram. Beveridge (1999) a décrit en détail comment la paroi cellulaire des
bactéries Gram négatives, avec sa fine couche de peptidoglycane et sa membrane externe
riche en lipopolysaccharides (LPS), permet une décoloration rapide par l'alcool, ce qui facilite
la pénétration de la contre-coloration comme la fuchsine. Cette structure particuliére est
essentielle pour la classification différentielle lors de la coloration de Gram, car elle dicte la

rétention ou la perte du complexe violet de gentiane-Lugol.

2.1.1 Etude macroscopique et microscopique des souches d'Escherichia coli et

Staphylococcus aureus

Des cultures de 24 heures a 37°C sur milieu de culture Mueller-Hinton sont utilisées pour
I'observation microscopique des colonies des deux bactéries testées a l'aide d'un

microscope optique avec un grossissement de 40x.
2.1.1.1 Escherichia coli

Les colonies d'E. coli sur une boite de Pétri sont généralement circulaires, lisses et
Iégerement convexes, avec une couleur blanche ou grisatre a beige, translucide et des

bords réguliers. La texture des colonies et moelleuse, légerement visqueuse (Figure 33).
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Figure 33 : observation macroscopique (A) et microscopique (B) des colonies d’ E. coli
sous microscope optique G x 40.

2.1.1.2 Staphylococcus aureus
Les colonies de Staphylococcus aureus sur une boite de Pétri sont généralement
rondes, lisses, et de couleur jaune doré, d'ou leur nom "aureus” signifiant "doré" en

latin. Elles sont opaques, souvent légérement convexes, avec des bords réguliers (Figure 34).

Figure 34 : observation macroscopique (A) et microscopique (B) des colonies de
Staphylococcus aureus sous microscope optique G x 40

62



RESULTATS ET DISCUSSION

2.2 Résultats des dosages de polyphenols totaux des extraits de grignon d’olive et les
feuilles de I'olivier

Le dosage des PPT est réalisé par la méthode de Folin-Ciocalteu. Cette méthode est
considérée comme la meilleure méthode de détermination du taux des PPT des extraits de
plantes (Djeridane et al., 2010) car elle est standardisée, simple, reproductible et les
interférences avec la matrice de I'échantillon qui est souvent coloré sont minimisés a la
longueur d'onde d'absorption (760 nm) utilisée (Huang et al., 2013).

Le rendement est désigné apres évaporation du solvant (ethanol), il est exprimé en

pourcentage (%) par rapport a la masse initiale (10g) du grinon et feuilles d’olivier soumise a
I'extraction.

Le processus a impliqué I'extraction des polyphenol totaux a partir de grignon d'olive frais
(GF), grignon sec (GS), grignon sec broyé (GSB), ainsi que des feuilles d'olivier séchées,

broyées (FSB). Les resultats sont illustrés dans la figure ci-dessous (Figure 35).

GF :grinon frais

GS : grignon séché

35 GSB :grignon séché broyé
FF : feuilles fraiche

FSB :feuilles séché broyé

w
]

Rendement (%)
5 L 8 &

%]

0 .

GF GS GSB FSB FF

Figure 35 : Rendements (%) en polyphenol totaux des differentes biomasses
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D’aprés nos resultats, les grignons d'olive frais ont montré le rendement en polyphénols le
plus élevé. La presence d'eau dans les grignons frais peut aider a solubiliser et libérer une plus
grande quantité de polyphénols, facilitant ainsi leur extraction. En comparaison, les grignons
d'olive secs ont présenté un rendement en polyphénols plus faible, car le processus de séchage
peut entrainer la dégradation de certains composes phénoliques.Cette observation est soutenue
par plusieurs études dans la littérature. Par exemple, Mati¢ et al. (2012), ont trouve que les
grignons d'olive frais contiennent une plus grande concentration de polyphénols en raison de

leur teneur en eau, qui facilite la solubilisation et I'extraction de ces composés.

En comparaison, Aparicio et al. (2011), ont rapporté que le processus de séchage des
grignons peut entrainer une dégradation significative des polyphénols, réduisant ainsi leur
rendement. Cette dégradation est attribuée aux conditions de température élevée et a
I'exposition prolongée a l'air durant le séchage, qui peuvent altérer la structure chimique des

polyphénols.

Le broyage des grignons d'olive secs a permis d'augmenter Iégerement le rendement en
polyphénols par rapport aux grignons séchés non broyés, grace a la réduction de la taille des
particules qui facilite leur extraction. Toutefois, le rendement en polyphénols des grignons
secs est resté inférieur a celui des grignons frais. Cela est principalement di a la dégradation
des polyphénols pendant le processus de séchage, qui limite I'efficacité d'extraction méme
apres broyage. Del Carlo et al. (2004), ont également montré que le broyage des grignons secs
augmentait le rendement en polyphénols en améliorant la surface de contact pour I'extraction.
Néanmoins, ils ont observé que le rendement des grignons secs restait inférieur a celui des

grignons frais, en raison de la perte de polyphénols causée par le séchage.

Toutefois, le rendement des grignons secs, méme apres broyage, reste inférieur a celui des
grignons frais. Cette différence est principalement due a la dégradation des polyphénols qui se
produit lors du séchage, comme le soulignent les travaux de Del Carlo et al. (2004) et Zou et
al. (2013).

Les feuilles d'olivier ont également été étudiées sous différentes formes. Les feuilles séchées
et broyees ont présenté un rendement en polyphénols inférieur a celui des feuilles fraiches,
indiquant que le séchage et le broyage ont dégradé les polyphénols. Cependant, ces
rendements restent inférieurs a ceux des grignons frais , selon Malik et Bradford (2006), les

feuilles fraiches contenaient des niveaux plus élevés de polyphénols par rapport aux feuilles
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séchées et broyées. Selon ces auteurs, le séchage a haute température provoque une
dégradation thermique des polyphénols, réduisant ainsi leur rendement global. Cette
conclusion est cohérente avec nos observations ou le séchage et le broyage ont réduit le
rendement en polyphénols par rapport aux feuilles fraiches.
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2.3 Antibiogramme

2.3.1 Resultat de I’évaluation de la sensibilité des bactéries tests aux antibiotiques

La détermination de I'efficacité des disque d’antibiotiques ampiciline et la gentamicine sur

les souches réalisée par la méthode de diffusion sur gélose .

S.aureus

Figure 36 : Résultats de sensibilité des deux souches bacteriennes aux antibiotiques

Ampicilline (a gauche) et Gentamicine (a droite)

Les résultats obtenus dans la figure (36) montrent une différence marquée dans I'efficacité des
deux antibiotiques testés sur les deux bactéries. L'ampicilline s'est révélée inefficace ou peu
efficace contre les deux bacteries. Cette inefficacité peut étre attribuée a la présence de
mécanismes de résistance tels que la production de béta-lactamases, des enzymes capables de
dégrader I'ampicilline (Livermore, 1995). En revanche, la gentamicine a montré une forte
activité antimicrobienne contre les deux bactéries. La grande zone d'inhibition observée
suggere que la gentamicine est treés efficace contre E. coli et S. aureus. La gentamicine, qui
appartient a la classe des aminosides, agit en se liant aux ribosomes bactériens, inhibant ainsi

la synthése protéique et entrainant la mort bactérienne Kotra, (2000).
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2.3.2 Résultats d’évaluation de D’activité antibactériennes des differentes biomasses par

la technique des puits

L’évaluation de I’activité antibactérienne a été réalisée en utilisant la technique des puits,
permettant de comparer [’efficacité des différents échantillons de grignon d’olive frais,
grignon seché non broyé, grignon seché broye, et feuilles séches broyées contre les deux

bactéries ciblées (figure 37). (voire annex N° pour plus de photos )

Figure 37 : Effet antibacterien de grignon d’olive et de feuilles d’olivier
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Tablau 7 : resultats en (cm) des diametres des zonnes dihibition

(diametre du puit inclus @=17mm)

e E.Coli
ECHANTILLONS ESSAI 1 ESSAI 2 ESSAI 3
GS 3+1 3+1 4+1
GF 2.8+1 2.7+1 2.5+1
GSB 2.5+1 2.4+1 2.4+1
FSB 2.9+1 3+1 2.8+1

e S.aureus
ECHANTILLONS ESSAI 1 ESSAI 2 ESSAI 3
GS 3.2+1 3.5+1 3.2+1
GF 2+1 2.4+1 2.3+1
GSB 2+1 2.1+1 2+1
FSB 1.9+1 2+1 2.1+1

L'évaluation de l'activité antibactérienne des différents extraits de grignon d'olive et de
feuilles d'olivier, réalisée par la technique des puits, a révélé queces echaantillons presentent
une activité antibactérienne contre Escherichia coli et Staphylococcus aureus, avec des zones
d'inhibition entre (1.9 cm et 4 cm), suggérant une meilleure efficacité des polyphénols
bioactifs. En comparaison, les grignons d'olive frais ont présenté une activité antibactérienne
modérée, probablement en raison de la réduction de la disponibilité des polyphénols apreés le
séchage. Les grignons secs broyés ont montré une légere amélioration de l'activité
antibactérienne par rapport aux grignons secs non broyés, indiquant que le broyage augmente
la surface de contact et facilite la liberation ou la diffusion des composés bioactifs, bien que
I'efficacité globale reste inférieure a celle des grignons secs non broyés .
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Selon Micol et al. (2005) et Tuck et al. (2019), une activité antibactérienne significative des
extraits de grignons d'olive a également été observee, avec des zones d'inhibition allant de 2,0
cm a 4,5 cm contre des bactéries telles que E. coli et S. aureus. Leur étude a mis en évidence
que la présence de polyphénols bioactifs, tels que l'oleuropéine et I'hydroxytyrosol, est
responsable de I'efficacité antimicrobienne des extraits de grignons d'olive. Ces resultats sont
en accord avec ceux obtenus, ou les grignons d'olive, particuliérement les grignons frais, ont

montré une forte activité antibactérienne en raison de leur teneur élevée en polyphénols.

Les feuilles d'olivier sechées broyées ont montré une activité antibactérienne, mais a un
niveau inférieur a celui des grignons d'olive (1.9 cm a 3cm), suggérant que la concentration de
polyphénols dans les feuilles est moindre et que le processus de séchage et de broyage réduit
leur efficacité antimicrobienne., les grignons frais offrant les meilleures propriétés
antimicrobiennes, probablement en raison de leur teneur plus élevée en composes phénoliques

actifs.

En revanche, I'étude de Tuck et al. (2019) a rapporté que les extraits de feuilles d'olivier
présentaient une activité antibactérienne modérée, avec des zones d'inhibition variant de 1,5
cm a 3,5 cm. Cette variation dans l'activité antibactérienne des feuilles d'olivier peut étre
attribuée a la concentration plus faible de polyphénols comparée aux grignons d'olive. Les
résultats montrent que les feuilles d'olivier séches broyées ont une activité antibactérienne
inférieure a celle des grignons d'olive, ce qui correspond aux conclusions de Tuck et ses
collaborateurs (2019) concernant la variabilité de l'efficacité des extraits de feuilles d'olivier

en fonction de leur teneur en composés phénoliques et des conditions d'extraction.
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2.3.3 Resultats d’évaluation de I’effet antimicrobien de I’extrait de grignon d’olive

(EGO)
2.3.3.1 Vérification de Pactivité antibacterienne de PEGO

L’évaluation du potentiel antibacterien des extraits phénoliques de grignon d’olive est
réalisée sur deux bacterie . La sensibilité des germes vis-a-vis des extraits est exprimée par

I’apparition des zones d’inhibition .

Les disques imprégnés d’extrait ont montré des zones d'inhibition significatives autour des

diques, indiquant un effet antibactérien notable (figure 38).

Les valeurs en cm des zones ou diamétres d’inhibitions relatives aux différentes souches
testées. Selon Dengar (2021).

On a utilisé le DMSO comme témoin (contréle négatif) dans nos tests antimicrobiens, car il
n'a généralement pas d'activité antimicrobienne propre. Cela permet de distinguer les effets
specifiques du solvant de ceux de I'extrait testé, garantissant ainsi que les résultats observés
sont attribués a I'extrait de grignon d'olive (EGO) plut6t qu'au DMSO.
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E.coli S.aureus

: disque témoin DMSO

Figure 38 : Effet Antibactérien de I'EGF sur E. coli et S. aureus

L'étude a examiné I'efficacité de I'extrait de grignon d'olive sur les bactéries testsen utilisant la
méthode des disques. Les résultats obtenus ont montré la présence de zones d'inhibition
autour des disques imprégnés de I'extrait de grignon d'olive pour les deux bactéries testées,

indiquant une activité antibactérienne de I'extrait contre E. coli et S. aureus.

La présence de zones d'inhibition sans mesures précises indique que I'extrait de grignon
d'olive a un effet inhibiteur sur la croissance des deux bactéries. Cette observation suggere
que l'extrait contient des composés bioactifs capables de perturber la croissance bactérienne,
ce qui en fait un candidat potentiel pour le développement d'agents antimicrobiens naturels.

On a trouvé que Medina et al. (2007) ont etudié les propriétés antibactériennes des extraits de
grignons d'olive et ont constaté des résultats similaires, montrant que les extraits possedent

des propriétés antibactériennes notables contre divers pathogenes, y compris E. coli et S.
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aureus. Leur recherche a démontré que les composés phénoliques présents dans les grignons

d'olive,

tels que les acides phénoliques et les flavonoides, sont responsables de I'inhibition de la
croissance bactérienne, corroborant ainsi nos observations d'une activité antibactérienne

significative.

En conclusion, les résultats démontrent que I'extrait de grignon d'olive frais posséde des
propriétés antibactériennes efficaces contre E. coli et S. aureus, justifiant des recherches plus
approfondies pour identifier les composés actifs et évaluer leur potentiel en tant

qu'alternatives aux antibiotiques traditionnels.

2.3.4 Resultats d’évaluation de I’effet antimicrobien du gel

L'évaluation de I'effet antimicrobien du gel preparé a partir d'extrait de grignon d'olive frais a
été réalisée avec des goutte pour tester son efficacité contre les deux bacteries test. Les
résultats obtenus montrent la présence de zones d'inhibition autour des gouttes de gel,

indiquant une activité antimicrobienne contre les deux bactéries.

La figure ( 39) présente les résultats de I'effet antimicrobien du gel, fabriqué a partir d'extrait
de grignon d'olive frais, sur les deux bactéries (E. coli et S. aureus) a différenets
concentration (10%, 30% et50%).
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E.coli S.aureus

Figure 39 : Effet Antibactérien du gel a base d'extrait de grignon d'olive frais sur les
bacteries tests a différentes concentrations (10%, 30%, 50%)
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Les résultats obtenus dans cette étude démontrent clairement I'efficacité antimicrobienne des
gels contenant des extraits de grignon d'olive a différentes concentrations contre Escherichia
coli et Staphylococcus aureus. Les variations observées dans I'efficacité selon la concentration
de l'extrait et le type de bactérie testée apportent desinformations intéressantes sur les

propriétés des composés phénoliques préesents dans les grignons d'olive.

A une concentration de 10%, le gel a montré une activité antimicrobienne notable contre les
deux bactéries, avec des zones d'inhibition plus prononcées pour S. aureus que pour E. coli.
Cette observation peut s'expliquer par la différence dans la structure des parois cellulaires des
bactéries Gram-positives (S. aureus) et Gram-négatives (E. coli). Les bactéries Gram-
positives ont une paroi cellulaire plus épaisse mais sans membrane externe, ce qui permet aux
composés phénoliques tels que l'oleuropéine et I'hydroxytyrosol de pénétrer plus facilement et
de perturber les fonctions cellulaires essentielles (Bisignano et al., 1999). En revanche, E.
coli, une bactérie Gram-négative, posséde une membrane externe supplémentaire qui peut

servir de barriére protectrice, limitant I'efficacité des composés antimicrobiens.

Lorsque la concentration de I'extrait de grignon d'olive a été augmentée a 30%, une
amelioration de I'efficacité antimicrobienne a été observée, avec des zones d'inhibition
significativement plus grandes pour S. aureus que pour E. coli. Cela corrobore les résultats
d'études antérieures qui ont démontré que l'augmentation de la concentration des composés
phénoliques peut renforcer l'activité antimicrobienne contre les bactéries Gram-positives, qui
sont plus sensibles aux attaques chimiques en raison de leur structure de paroi cellulaire
(Bisignano et al., 1999).

A une concentration de 50%, le gel a montré une activité antimicrobienne maximale contre les
deux types de bactéries, avec des zones d'inhibition particulierement larges pour S. aureus.
Cela suggere que l'augmentation de la concentration d'extrait améliore I'efficacité
antimicrobienne, méme contre des bactéries possédant des mécanismes de défense robustes.
Ces résultats sont en ligne avec les conclusions de Mathew et al. (2006), qui a également
observé que des concentrations plus élevées d'extraits de grignon d'olive augmentent l'effet
inhibiteur sur les bactéries, en particulier contre les Gram-positives. La membrane externe
d'E. coli, bien qu'elle offre une certaine protection, ne peut pas complétement prévenir l'action

des composés antimicrobiens a des concentrations élevées.
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En comparant ces résultats avec d'autres études, il est clair que I'efficacité antimicrobienne des

extraits de grignon d'olive est influencée non seulement par la concentration de I'extrait mais

aussi par la nature des bactéries ciblées. Les études de Bisignano et al. (1999) et Mathew et
al. (2006) soutiennent nos conclusions, affirmant que les composés phénoliques des grignons
d'olive sont plus efficaces contre les bactéries Gram-positives que contre les Gram-négatives.
Ces comparaisons mettent en évidence l'importance de prendre en compte les différences
structurelles des bactéries lors de I'évaluation de l'efficacité des agents antimicrobiens

naturels.

En résumé, les résultats de cette étude confirment le potentiel des extraits de grignon d'olive
comme agents antimicrobiens naturels, avec une efficacité variable selon la concentration de
I'extrait et le type de bactérie ciblée. Les travaux futurs devraient explorer I'utilisation de ces
extraits dans des applications cliniques et industrielles, tout en tenant compte de la nécessité

d'optimiser les formulations pour différents types de bactéries.
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CONCLUSION

La valorisation des sous-produits oléicoles, en particulier le grignon d'olive, offre des
perspectives prometteuses pour le développement de solutions durables dans le
domaine de I'emballage actif. Dans ce travail, nous avons procedé a la récolte, au
séchage, au broyage, et a I'extraction des polyphénols a partir de grignons d'olive. Nos
analyses ont révélé que le grignon d'olive frais contenait la plus forte concentration de
polyphénols, ce qui en fait un candidat de choix pour des applications a haute valeur

ajoutee.

Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés a I'évaluation de l'activité
antibactérienne d'un gel élaboré a partir de I'extrait de grignons d'olive frais de la variété

Chamlal, dans le but de valoriser ces sous-produits oléicoles

Les tests microbiologiques effectués, notamment les antibiogrammes par la méthode
des puits et des disques, ont démontré que I'extrait de grignon d'olive frais posséde des
propriétés antimicrobiennes significatives contre les bactéries Escherichia coli ATCC
25922 et Staphylococcus aureus nu50. La préparation d'un gel antimicrobien a base de
cet extrait a confirmé son efficacité, les tests d’antibiogrammes par la technique de

goutte ayant montré une inhibition notable de la croissance bactérienne.

Ces résultats mettent en évidence le potentiel du grignon d'olive frais non seulement
comme source riche en polyphénols, mais également comme agent actif dans des
applications d'emballage antimicrobien. En intégrant ces extraits naturels dans des
matériaux d'emballage, il est possible de développer des solutions écologiques qui
prolongent la durée de conservation des produits alimentaires tout en réduisant
l'utilisation de conservateurs chimiques. Cette approche contribue également a la
réduction des déchets oléicoles, offrant ainsi une solution a la fois économique et
respectueuse de l'environnement. 1l est donc crucial de poursuivre les recherches dans
ce domaine, en explorant notamment les possibilités d'industrialisation de ces procéde

et I’évaluation de leur efficacité a plus grande échelle.

Les résultats obtenus dans ce travail ne constituent qu'une premiére étape dans la
valorisation de sous-produits de I'olivier. Des essais complémentaires seront
nécessaires. A l'issue de la présente étude les perspectives suivantes peuvent étre

dégagées :
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Il serait pertinent de réaliser une analyse détaillée de la composition chimique
des extraits de grignons d'olive frais, en particulier en ce qui concerne les
polyphénols, afin d'identifier les composeés spécifiques responsables de I'activité
antibactérienne observee.

Des tests antibactériens plus poussés, incluant une gamme élargie de souches
bactériennes pathogenes, sont nécessaires pour évaluer pleinement le potentiel
des polyphénols extraits comme agents antibactériens,

Il serait intéressant d'étudier I'activité antioxydant des extraits de grignons
d'olive en utilisant différentes méthodes in vitro, ainsi que d'évaluer I'effet in
vivo pour identifier de nouveaux agents thérapeutiques potentiels.

"Réaliser des essais d'application du gel actif développé dans cette étude sur
différentes matrices alimentaires périssables afin d'évaluer plus précisément son
efficacité avant de l'utiliser comme revétement pour les emballages alimentaires
actifs.”

La présente étude souligne le potentiel antibactérien des extraits de grignons
d'olive frais. Il serait utile de poursuivre la recherche pour découvrir des
molécules a large spectre capables de réduire la résistance aux antibiotiques, et
d'explorer leur incorporation dans des produits pharmaceutiques ou des
matériaux d'emballage actif.
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Les Annexes

Annexe 1

Appareillage :
Les appareils utilisés sont :
Balance de précision
Spectrophotometre
Agitateur a barreau magnétique Plaque d’agitation

Mortier

Tamis

Etuve Agitateur

Plague chauffante Balance
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Microscope optique Autoclave

Annexe 2

Préparation du standard de Mc Farlande la suspension de sulfate de baryum :

Me¢élanger 0,05 ml d'une solution de sulfate de baryum a 1% (BaClz) avec 9,95 ml
d'acide sulfurique 1% (H2SO.).

La suspension obtenue doit étre homogeéne et stable.

Le standard McFarland 0,5 a une densité optique de 0,08 a 0,1 a 625 nm, équivalente a

environ 1,5x108cellules bactériennes par millilitre.

Annexe 3

Milieu de culture Mueller-Hinton :

Le milieu de culture Mueller-Hinton est couramment utilisé pour les tests de sensibilité
aux antibiotiques, notamment avec la méthode de diffusion sur disque (méthode de
Kirby-Bauer). Voici sa composition typique :

1. Extrait de viande bovine : 2,0 g/L

2. Case€ine hydrolysée : 17,5 g/L

3. Amidon:1,5g/L
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4. Agar: 17 g/L (pour les milieux solides)
5. PH:Ajustéa7,2-7,4

Annexe 4

Méthodes colorimétrique de FOLIN-CIOCALTEU :

Matériaux Réactifs employés :

1) Echantillon contenant des polyphénols

2) Réactif de FOLIN-CIOCALTEU.

3) Solution de Na.COs a 7,5 %

4) Acide gallique (standard pour la courbe d'étalonnage)
5) Solvant d'extraction (éthanol)

6) Spectrophotomeétre UV-Vis

Annexe 5

L’évaluation de la sensibilité des bactéries tests aux antibiotiques :

Aprés avoir ensemencé la boite de Pétri, nous procédons aux étapes suivantes :
1) Application des disques antibiotiques :

Utiliser une pince stérile ou un distributeur de disques pour placer les disques

antibiotiques sur la surface de la gélose inoculée.

Espacer les disques suffisamment pour éviter le chevauchement des zones d'inhibition.
2) Incubation
Incuber les boftes de Petri a I'envers a 37°C pendant 24 heures.
3) Lecture des résultats

Aprés l'incubation, mesurer le diamétre des zones d'inhibition autour des disques

antibiotiques a I'aide d'une régle ou d'un dispositif de mesure adapté.

Comparer les diametres des zones d'inhibition aux critéeres standards pour
déterminer si la bactérie est sensible, intermédiaire ou résistante a chaque

antibiotique.
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Annexe 6

L’évaluation de D’activité antibactérienne par antibiogramme technique des

puits :
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Annexe 7/

Courbe d’étalonnage établie pour le dosage des polyphénols totaux En

équivalent d’acide gallique

Courbe d'etalonage de l'acide gallique

0,35
0,3 ///’
0,25
[+1] //’/"
g . a
- 0.2 T —= y=1,1085x
= 2
<
0,1
0,05
0 T T T T 1
0,16 0,18 0,2 0,22 0,24 0,26

[acide gallique] (g/ml)




Résumé

L’objectif de ce projet consiste a concevoir un matériau d’emballage - fonctionnel et
biodégradable en conditions naturelles - & partir de ressources renouvelables, comme
alternative écologique aux matériaux conventionnels d’origine fossile et mieux adapté pour la
conservation de divers produits alimentaires. Le Grignon d'olives est le sous-produit solide
issu de I'extraction de I'huile d'olive, composé essentiellement de pulpe et de noyau. Ce résidu
agroalimentaire cause de serieux probléemes environnementaux et sa valorisation doit étre
encourageée.

Une premiére étude réalisée sur le fractionnement par voie séche du grignon d’olive
pour avoir une poudre de Grignon d’olive d’un diamétre <0.63 mm

La deuxiéme partie La présente étude vise a étudier ’effet antibactérien des composés
phénolique extraits a partir du Grignon d’olive macérées dans les solvants organiques
1I’éthanol 70% vis-a —vis de deux bactéries multi-résistantes (Escherichia coli ATCC 25922 et
Staphyloccous aureus ATCC 25923 ) Les rendements en composés phénoliques obtenues par
macération sont de 40% et 39.75% respectivement .

L’activité antibactérien a été évaluée en utilisant DMSO Les résultats de I'étude ont
révélé que pouvoir l'extrait de grignon d'olive frais possede des propriétés antibactériennes
efficaces contre E. coli et S. aureus, justifiant des recherches plus approfondies pour identifier
les composés actifs et évaluer leur potentiel en tant qu'alternatives aux antibiotiques
traditionnels.

Dans la troisiéme partie, I'évaluation de I'effet antimicrobien du gel preparé a partir
d'extrait de Grignon d'olive frais a été réalisée avec des goutte pour tester son efficacité contre
les deux bacteries test. Les résultats obtenus montrent la présence de zones d'inhibition autour

des gouttes de gel, indiquant une activité antimicrobienne contre les deux bactéries.

Mots clés : Grignon d’olive, fractionnement par voie seche, emballage alimentaire ,composés

phénoliques, activité antibactérienne.
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