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Problématique

L’olivier, plante dicotylédone appartient a 1’ordre botanique des Ligustrales, la
famille des oléacées, qui comprend divers genres (Gaussorgues, 2009), ou on retrouve le
genre Olea qui regroupe 35 espéces différentes distribuées dans le monde. La seule espece
portant des fruits comestibles est /’Olea europaea, cette derniére se divise en deux sous
especes: Olea europaa var. sylvestris ou oléastre (l'olivier sauvage) et Olea europaa var
sativa ou l'olivier cultivé (Boskou, 2008). L'olivier est cultivé dans la région méditerranéenne
ou les conditions climatiques sont plus favorables (Bakhouch et al, 2013). L’Algérie fait
partie des principaux pays mediterranéens dont le climat est des plus propices (Bellahcene,
2001). Cette oléiculture est localisée principalement en Kabylie et dans la région oranaise. Le

nombre d’arbres plantés est estimé a 32 millions (Laribi et al., 2011).

Cet arbre se caractérise par un fruit, I’olive celle-ci (Ghedira, 2008) est de forme ovoide ou
ellipsoide et de dimensions trés variables selon les variétés. L’olive atteint son poids maximal
aprés huit mois suivant la période de floraison et subit des modifications physiologique et des
changements de couleur indiquant sa maturité et son développement morphologique final
(Bouaziz et al., 2004). Ce fruit est constitué de trois parties,I’épicarpe (cuticule), le
mésocarpe (la pulpe) et I'endocarpe (noyau). Le mésocarpe qui constitue la majeure partie du
fruit (70-90%) contient des vacuoles chargées d’huile (Conde et al., 2008).

L’huile d’olive est extraite a partir du fruit d’olivier, elle constitue un jus huileux
possédant naturellement des caractéristiques exceptionnelles quant a son parfum et sa saveur
(Argenson, 1999), c’est une huile claire, limpide sans sédiments, de couleur jaune a jaune
brune. Elle est parfaitement fluide et onctueuse, son odeur est faible et agréable, sa saveur est
douce. Ses qualités varient en fonction de la variété, du degré de maturation des olives et

surtout des conditions climatiques (Perrin, 1992).

On désigne par « huile d’olive vierge » toute huile extraite du fruit de 1’olivier (Olea
europeae L.) uniquement par des procédés mécaniques ou autres procédés physiques et dans
des conditions, notamment thermiques, n’entrainant pas d’altération de 1’huile, a 1’exception
des huiles obtenues par solvant ou par des procédés de réestérification et de tout mélange avec
des huiles d’autre nature. L huile d’olive vierge ne doit avoir subi aucun autre traitement que

le lavage, la centrifugation, la filtration et la décantation (COI, 2003)

L’huile d’olive vierge comprend diverses appellations : vierge extra, vierge fine, vierge

courante et vierge lampante (Perrin, 1992). L’appartenance a une catégorie est définie en
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Problématique

fonction de 1’évaluation de quelques parameétres de qualité de 1’huile d’olive a savoir :
I’acidité, I’indice de peroxyde, I’absorbance dans I’UV et les caractéristiques organoleptiques

(Christopoulou et al., 1995 ; Fedeli, 1999).

Les différentes catégories d’huile extra vierge ainsi que les limites des critéres de qualité

établis par le (COI, 2011), sont représentées dans (Tableau | annexe I).

La composition chimique de I’huile d’olive dépend de la variété du fruit, de la latitude,
du degré de maturité des olives (Kalua et al., 2007), de la région de culture, des conditions
climatiques, ainsi que des conditions d’extraction et de stockage de 1’huile (Gomez-Rico et
al., 2008). Comme toutes les huiles végétales, 1’huile d’olive est composée d’une fraction
saponifiable (98%) c’est une fraction lipidique constituée d’acides gras libres, triglycérides et
diglycérides (Berra, 1998 ; Tarakowski et al., 2014) et d’une fraction insaponifiable (2%)
ou ils sont introduits plus de 230 composés différents (Huang et Sumpio 2008 ; TarakowskKi
et al.,2014) qui offre a I’huile ses propriétés sensorielles et biologiques distinctes (Pinelli et
al., 2003 ; Murkovic et al., 2004).

La fraction saponifiable dénommé constituants majeurs se compose essentiellement de
triglycérides (95,4 %), (Zarrouk et al., 1996 ; Boskou et al., 2006) qui résultent de
I’estérification du glycérol par les acides gras (Zarrouk et al., 1996). Les principaux
triglycérides se présentent sous forme de trioléine (25 a 58,76 %) (Abaza et al., 2002 ;
Ollivier et al., 2003) tandis que, les diglycérides qui ne représentent qu’environ 1 a 2,8 %
(Zarrouk etal., 1996 ; Boskou et al., 2006).

Les acides gras constitue un aspect essentiel pour I’évaluation qualitative d’une huile
elle a été¢ récemment utilisée comme parametre pour la classification des huiles d’olives
(Baccouri et al., 2007). L’huile d’olive présente un profil en acides gras dominé par ’acide
oléique (C 18 :1) (environ 55 a 83 %), (Baccouri et al., 2008 ; Tarakowiski et al., 2014).
D’apres Perrin, 1992 et Baccouri et al., 2008, cette particularité confére a 1’huile d’olive une
plus grande stabilité a I’auto-oxydation. De plus cette huile est constitu¢ d’acides gras poly-
insaturés (AGPI) essentiels, notamment 1’acide linoléique (C18 :2), d’acides linolénique
(C18 :3), et d’acide gras saturé(AGS) a savoir les acides palmitiques (C16 :0) et stéarique
(C18 :0) qui sont présents en des teneurs moindres et certains a 1’état de traces (Douzane et
al., 2010 ; Hannachi et al.,2012) (Tableau Il annexe 1)

Page 2



Problématique

La fraction insaponifiable appelée aussi mineure est constitue de: polyphénaols,
tocophérols, alcools, hydrocarbures, pigments et des stérols (Tura et al., 2007) ces composés
dérivent uniquement de fruits ayant subi un processus d’extraction physique (Dilis et
Trichopoulou, 2008) . Cette fraction est tres variable et dépend de la variété, du climat, la
région de production, de la période de récolte ainsi que des techniques d’extraction et des
conditions de stockage (Zarrouk et al., 1996; Ait Yacine et al., 2002).

La fraction insaponifiable est constituée essentiellement des stérols qui correspondent a 20%
de celle-ci (Fuentes de Mendoza et al., 2013), Ils sont présents sous forme libre ou estérifiée
avec les acides gras (Philips et al.,2002 ; Matos et al.,2007). Leur teneurs varient de 1000 a
3000 mg/Kg (Ryan et al., 1998 ; Matos et al., 2007). Le B-sitostérol est le principal stérol de
I’huile d’olive et représente plus de 75 % des stérols totaux dont les propriétés thérapeutiques
sont bien discutées (Gorinstein et al., 2003). Les autres stérols sont le A-5-avenastérol,

compestérol et stigmastérol (Ryan et al., 1998 ; Ben Temime et al., 2008).

Les stérols jouent un réle dans la stabilit¢ de 1’huile puisque ils agissent comme
inhibiteurs des réactions de polymeérisation a température élevée (Fuentes de Mendoza et al.,
2013) ainsi fournissent un important parametre pour la détection de 1’adultération des huiles

(Velasco et Dobargane, 2002 ; Garcia-Gonzélez et al., 2007)

Dans I’huile d’olive les tocophérols, ou vitamine E (figue 1 annexe 1), sont des composants
importants en raison de leur contribution a sa stabilité oxydative et a ses qualités
nutritionnelles. Ils agissent comme inhibiteurs de I’oxydation lipidique (Kiritsakis et Osman,
1995 ; Le Grusse, 2003 ; Paz Aguelira et al., 2005). Les tocophérols ont des effets
bénéfiques a 1’égard des maladies cardiovasculaires et des cancers de diverses localisations
(Assmann et Wahrburg, 2000), leurs teneurs sont généralement rapportées pour une huile
d’olive d’une bonne qualité entre 100 a 300 mg/Kg (Perrin, 1992 ; Allalout et al., 2009). Les
tocophérols se présentent sous différentes formes (a, B, y et 0) qui se distinguent entre
elles par le nombre et la position des groupements méthyles fixés sur le noyau (Soulier et
Farines, 1992 ; Poisson et Narce, 2003) (Tableau Il annexe 1). Les tocophérols se trouvent
sous forme libre ou estérifiée et dans plus de 95 % sous forme d’a tocophérol, laquelle
présente la plus forte activité antioxydant (Ryan et al., 1998 ; Matos et al., 2007; Schwartza
et al., 2008).
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L’odeur de I’huile est due a la capacité¢ de certaines de ces molécules volatiles a
atteindre les récepteurs olfactifs du nez (Angerosa, 2002). Les composés aromatiques sont
des molécules de faible poids moléculaire (inférieur a 300 Da) possédant une volatilité a
température ambiante (Angerosa, 2002), constitués d’un mélange des aldéhydes saturés et
insaturés, alcools, esters, hydrocarbures, cétones (Boskou et al., 2006 ; Kalua et al., 2007),
ces derniers proviennent des fruits d’olivier et sont formés durant le broyage , malaxage des

olives (Angerosa et al., 2004)

D’aprés Roca et Mingues-Mosquera, 2001 la couleur qui est un attribut de base de 1’huile
d’olive la couleur de I'huile verdatre a jaune, due essentiellement a la présence des
chlorophylles, phéophytines et caroténoides, ils sont transférés du fruit d’olive a 1’huile
durant le systéeme d’extraction (Cerretani et al., 2008). La variation de la couleur de 1’huile

d’olive est due aux concentrations en différents pigments (Cichelli et Pertesama, 2004).

Les composes phénoliques ou polyphénols présentent un ou plusieurs cycles
benzéniques porteurs d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (D’Archivio et al.,
2007). L’huile d’olive est quasiment la seule huile contenant des quantités notables de ces
substances phénoliques naturelles (Perrin, 1992 ; Ollivier et al., 2004 ; Tura et al., 2007),
ils sont constitués d’un mélange : d’acides phénoliques, alcools phénoliques, dérivées
secoiridoides , lignanes, flavonoides et Hydroxyisochromanes (Boskou, 2009), ils sont soit
liés, etherfiés ou estérifiés avec les glycosides (Perrin, 1992 ; Dhifi et al., 2006) soit a 1’état
libre suite a des réactions d’oxydation et d’hydrolyse au sein de ces composés au cours de la
maturation du fruit, ou lors du processus de I’extraction (Vazquez-Roncero, 1978 ;
Tsimidou, 1998 ; Dhifi et al., 2006).

Les composeés phénoliques majeurs de I’huile d’olive sont les aglycones de 1’oleuropéine et
de ligstroside, I’hydroxytyrosol, le tyrosol, 1’acide elenolique, 1’acide élénolique glucoside et
la forme dialdehydique de 1’acide elenolique liée a I’hydroxytyrosol (3,4-DHPEA-EDA) et au
tyrosol (p-HPEA-EDA) (Montedoro et al., 1993 ; Caponio et al.,, 1999 ; Nissiotis et
Tasioula-Margari, 2002 ; Medina et al., 2006). (Figure 1 annexe I).

La teneur de ces composés est principalement liée a la variété et au degré de maturation des
fruits (Boskou et al., 2005 ; Inarejos-Garcia et al., 2010), aux systémes d’irrigation (Tovar
et al., 2001) ainsi qu’au processus d’extraction (Artajo et al., 2006). En outre, ils jouent un

role important dans la qualité organoleptique de I’huile d’olive parce qu’ils contribuent a
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I’élaboration de sa flaveur délicate et unique et surtout a son golt amer typique (Visioli et
Galli, 1998 ; Dhifi et al., 2006 ; Esti et al., 2009).

Des études sont effectuées sur I’activité antibactérienne des huiles végetales, ont
montré qu’aucune de ces huiles avait cette activité, sauf les huiles d'olive issues de fruits
(Medina et al., 2006), ces résultats ont conduit a penser que les acides gras ont été
responsables de I'activité antibactérienne et une autre série de composés qui représentent les
mécanismes multichemicaux de la défense contre les attaques de microbes et d'insectes
(Furneri et al., 2004), le fait que seule I'huile d'olive présente cette activité a suggéré que les
composants mineurs de I'huile devraient étre impliqués dans cette propriété biologique
(Medina et al., 2006).

Les polyphénoles fortement hydroxylés présentent un potentiel important autant qu’agents
antibactériens, Bien que les effets antibactériens des composés phénoliques soient bien
établis, leur mécanisme d’action n’est pas encore élucidé. plusieurs hypothéses ont été
proposées afin d’éclaircir leur activité (Bouskou, 2009) (Tableau IV annexe 1), cette derniere
est étroitement liée a la concentration de ces composés phénoliques et la diminution de celle-
ci engendre la diminution du taux de mortalité des cellules bactérienne (Obied et al., 2007),
aussi sont considérés comme étant des agents antibactériens prometteurs pour le traitement
des infections des systemes gastro-intestinaux ou du systeme respiratoire (Furneri et al.,
2002 ; Tripoli et al., 2005 ; Brenes et al., 2006 ; Romero et al., 2007).

Vis-a-vis de ces composés phénoliques, les micro-organismes ne sont pas tous
sensibles de la méme facon (Michael et al., 1982). Ils sont plus actifs sur les bactéries Gram™
que sur les bactéries Gram™ (Larpent, 1988).

L’ action des composés phénoliques apres son adsorption a la surface de la bactérie se fait
selon les trois étapes qui suivent: saturation des sites de la paroi cellulaire, saturation des sites
de la membrane cytoplasmique, pénétration dans le cytoplasme (Bruneton, 1999).

Récemment, il a été démontré que I’oleuropéine et le hydroxytyrosol (qui dérive de
I'oleuropéine par I'hydrolyse acide ou enzymatique) ont un effet d’inhibition du taux de
croissance d'une gamme des bactéries et des mycetes, et donc ils pourraient étre efficacement

utilisés comme additifs alimentaire alternatifs (Furneri et al., 2004).

Page 5



Problématique

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

D’aprés I’é¢tude menée par Aziz et al. (1998) cités par Boskou, (2009) I’oleuropéine
peut inhiber la croissance d’Escherichia coli, Klebsiella pneuomoniae, et Bacillus cereus.
Bisignano et al. (1999) rapportent 1’effet inhibiteur de 1’oleuropéine et de I’hydroxytyrosol
sur cing souches bactérienne de réferences (Haemophilus influenzae ATCC 9006, Moraxella
catarrhalis ATCC 8176, Salmonella typhi ATCC 6539, Vibrio parahaemolyticus ATCC

17802 et Staphylococcus aureus ATCC 25923) et sur quarante-quatre souches cliniques.

L’étude menée par Romero et al. (2007), portant sur cinq variétés d’huiles d’olive espagnoles
a révélé une activité bactéricide sur huit souches d’Helicobacter pylori, connu comme étant la
principale cause ’ulcére gastro-duodénal (De Koster et al., 1995 ; De Korwin, 2006). Cette
activité est liée aux secoiridoides aglycones en particulier la forme aldehydique de ligstroside
aglycone, qui a la particularité de résister a 1’acidité gastrique pendant plusieurs heures.

Au début du 21°Mesiécle, plus de 50 espéces et sous-espéces de staphylococcus aureus ont été
décrites, dont 17 identifiées chez I’Homme (Corne, 2004 ; Gyles et al., 2004 ; Garrity et al.,
2007). Une derniére vague de S.aureus résistant a la methicilline (SARM) est apparue, il
s’agit de SARM. (Otter et French, 2010).

Ce grand intérét porté pour le Staphylococcus aureus au cours de toutes ces années
reflete sa grande pathogénicité et sa forte virulence vis-a-vis de I’'Homme. En effet,
staphylococcus aureus est responsable de trés nombreuses infections ; ce sont des maladies
fréquentes, plus au moins graves, touchant une large tranche de la population, mais plus
fréguemment les jeunes enfants et les personnes agées. Elles se transmettent directement (par
contacte des foyers cutanés infectés) ou indirectement (par I’intermédiaire des mains) (Avril
et al., 1992).

Les infections staphylococciques les plus fréquentes sont localisees dans la peau et les
muqueuses. Les infections cutanées peuvent rester superficielles comme elles peuvent se

développer au niveau des ongles (Nauciel et Vildé, 2005 ; De Buyser et Sutrat, 2005).
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Problématique

L’exemple des infections des muqueuses est la staphylococcie pleuropulmonaire de

nourrisson (Brulé et al., 2008 ; Dumitrescu et al., 2008).

Par ailleurs, la maitrise des infections bactériennes devient complexe du fait de 1’émergence
de bactéries résistantes aux antibiotiques. De nombreux cas de bactéries multirésistantes sont

rapportés en Algérie (Bouzenoune et al., 2009).

C’est dans I’ombre de ces données que nous avons réalisé un suivie de Dactivité
antibactérienne de 1’huile d’olive extra vierge issue de huit variétés Algériennes : Chemlal
2012 et chemlal 2016, Bouichret, variété X2, Azeradj, Tabelout, Blanquette de Guelma,
Takesrit et un échantillon du tocophérol, vis-a-vis d’un Gram positif Staphylococcus aureus

résistant a la meticilline (SARM).

La premiére partie de ce travail est consacrée a une introduction générale, décrivant la
composition chimique présente dans I’huile d’olive ainsi qu’un apercu sur 1’activité
antibactérienne.
La partie expérimentale est consacreée :

1. A la détermination de I’activité anti-SARM des différentes huiles d’olive extra

vierge des différentes variétés et un échantillon du tocophérol.
2. A D’extraction des composés phénoliques.
3. Au dosage des composes phénoliques.

4. A la détermination de I’activité anti-SARM des extraits phénoliques.
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Matériel et méthodes

11-1- Matériel végétal

Notre étude est effectuée sur huit échantillons de différentes variétés d’huile d’olive extra
vierge : Azeradj, Chemlal 2016, variété X2, Tabelout, Taksrit, Bouichret, Chemlal 2012 et
Blanquette de Guelma et un échantillon de tocophérol. Les caractéristiques, synonyme,
rendement en huile et la répartition géographique des variétés étudiées sont représentées dans
le tableau V, en se référant au catalogue des variétés Algériennes de I’olivier de I'LLT.A.F.V
(Mendil et Sebai, 2006).

11.1.1 Récolte

L’¢échantillonnage a été réalisé a la main en 2011/2012, la variété Chemlal est récoltée encore
une fois en 2016, ces fruits ont été récoltés a partir de tous les étages de la frondaison des arbres
et choisis au hasard a hauteur d’homme et aux quatre points cardinaux, le transport des
échantillons est effectué dans des caisses en plastiques aérées.

11.1.2 Extraction des huiles

Les fruits ont été transformés dans la méme journée ou bien dans les 24 h suivant la récolte, les
huiles ont été extraites au niveau du laboratoire de I'LT.A.F.V (Uinstitut technique de
I’arboriculture fruitiére et de vigne) situé a Bejaia, village de Takerietz daira de sidi aich au

moyen d’un oléodoseur (Levi-Dilon-Lerogsame) (Figure 3).

Figure 3 : L’oléodoseur
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Tableau V : Caractéristiques des variétés d’olive (Mendil et Sebai., 2006)

Variété Synonyme Rendement Origine Caractéristiques

en ’huile(%)
Azeradj  Aradj-adjeraz 24 a 28 Kabylie Variété de saison, résistante a la sécheresse, a doublé utilisation, fruit a poids
élevé, de forme allongée, au sommet pointu et & base arrondie, léger
asymétrique

Chemlal Achamlal- 18422 Kabylie Variétés a ’huile ; fruit a poids faible, de forme allongée, au sommet pointu
achemli- et & base tronquée, asymétrique
achemlal
Variété X - - Tazmalt (Bejaia) Variété rustique et tardive ; variétés a I’huile, fruit a poids faible ; forme
ovoide, au sommet arrondi et a base arrondie, lIéger asymétrique.
Tabelout  Tabeloutabe 20a 24 Zone Variété précoce résistante a I’humidité, variété a 1’huile, fruit a poids moyen,
lout montagneuse du  de forme allongée, au sommet pointu et & base tronquée, légére asymétrique
golf de Bejaia
Takesrit Pas de 16420 El kseur (Bejaia) Variété résistante a 1’humidité, variétés a I’huile, fruit a poids faible, de
synonyme forme allongée, au sommet pointu et a base tronquée, | B V B légére
S asymétrie
Bouichret Boutchirat 20a 24 Tazmalt (béjaia) Variété rustique et tardive, variétés a 1’huile, fruit a poids moyen, de forme
avouichert allongée, au sommet pointu et a base arrondie, asymétrique
Blanquette Pas de 18a 22 Guelma Variété tardive résistante au froid et moyennement a la secheresse, variétés
de Guelma  synonyme a I’huile, fruits a poids moyen, de forme ovoide, au sommet pointu et a base
connus

arrondie, léger asymetrie
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L’objectif idéal de toute méthode d’extraction consiste a produire la plus grande
quantité d’huile possible sans altération de sa qualité d’origine. Toutefois, si la qualité ne doit
pas étre modifiée, il est nécessaire d’utiliser uniquement des méthodes mécaniques ou
physiques pour extraire 1’huile, en évitant les réactions chimiques et enzymatiques qui
pourraient changer sa composition naturelle, I’extraction mis en ceuvre comprend quatre

opérations principales qui sont récapitulés dans le tableau ci-dessous :

Tableau VI : caractéristiques principales du systéme d’extraction de I’huile et paramétres

utilisés

Type de décanteur || A trois phases ; grignon, margine et huile

1/ Broyage Effectué a I’aide d’un broyeur a

Marteau a lieu dans des conditions

constantes pour tous les essais

Est effectué dans des Borcs et réalisé
A froid :

Malaxage pendant 40 min sans

2/ Malaxage

ajout d’eau.

3/ Centrifugation [| La centrifugation pendant une
minute de la pate malaxée est
réalisée a I’aide d’une
centrifugeuse verticale qui sépare la

phase liquide et la phase solide.

Aprés décantation naturelle, les

4/ Conservation huiles ont été recueilles dans des
flacons en verre fumés étiquetes et
mis au réfrigérateur (4°C) en

attendant d’étre analysées.
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1.2 Détermination de P’activité antibactérienne

11.2.1 Souche cible

Une seule souche a été utilisée durant ce travail, selectionnée en fonction de son pouvoir
pathogéne pour I’homme. Il s’agit d’une souche a Gram positif : Staphylococcus aureus
résistant & la methicilline ATCC 43300 (SARM)

11.2.2 Standardisation d’inoculum
L’activité de tout agent antibactérien est dépendante de la densité de la suspension cellulaire de
souche cible utilisé (Leroy et De Vuyst, 2000) ainsi susceptible de modifier largement les
résultats des tests de détermination de la sensibilité in vitro pour une substance active (Garrabé
et al,. 1998).
A partir d’une culture fraiche de la souche étudiée, obtenue sur un bouillon nutritif, un
ensemencement par stries est réalisé sur un milieu PCA pour cette souche SARM. Apres
incubation a 37°C/24h, les colonies sont prélevées et reprises dans des tubes d’eau
physiologique. Un balayage spectrophotométrique dans le visible a été realisé, afin de
déterminer la longueur d’onde d’absorption maximale de la souche. A partir de la suspension
bactérienne initiale préparée a une absorbance de 0,5 une série de dilutions décimales est
effectuée.
A I’aide d’un rateau étaleur, on ensemence en surface avec 100 ul de chaque dilution trois boites
de gélose PCA. Aprés incubation a 37°C/24h, un dénombrement a été réalisé.

11.2.3. Evaluation de P’activité antibactérienne d’huiles d’olive
Le protocole d’évaluation de I’activité anti-SARM des différents échantillons d’huiles d’olive
(Medina et al., 2006) est illustré dans la figure 4. A partir d’une culture fraiche, nous avons
préparé une suspension bactérienne & 10% bactéries/ml ; 200l de cette suspension est
additionnée a différents volumes d’huile d’olive et un échantillon du Tocopherol (100, 50, 25
et 10 ul) pour 4 tubes de chaqu’ un de ces volumes suivi de 2ml du PBST (tampon phosphate
salin tween) a pH 7, la filtration de ces huiles est préalablement réalisé a 1’aide des filtres a
seringue (0,45um), les échantillons ainsi préparés sont incubés sous agitation a 37C° pendant
15, 30, 45, et 60 min.
Aprés I’incubation, on prépare des dilutions allant jusqu’a 107, suivies des ensemencements
en surface sur gélose PCA en vue d’un dénombrement apres incubation a 37°C/24 h. Deux
tubes sont préparés, le premier témoin consiste en un tube sans huile d’olive, et le deuxieme

consiste en un tube sans germe cible.

Pagell



Matériel et méthodes

Culture de 18h de SARM Quelque colonie dans 9 ml d’eau physiologique

=
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— I

Suspension bactérienne correspondant /
a une charge de 108 cellules/ml / \

1 200ul de la suspension 10%cellules/ml 200ul d’inoculum 10%cellules/ml
\ + +2ml PBST
', (10; 25 ; 50 ; 100)ul d’huile d’olive
et la Tocophérol
Dans des tubes du 2ml PBST Témoin
Huile d’olive et 7
Tocophérol / / ‘ \
stérile /
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oW 4 25y 50pl {
Préparé 4 tubes pour chaque

concentration d’huile d’olive,
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100u|

Incubation pendant

' Echantillon  Témoin ‘ 10* 10°

Ensemencement 3 boites pour chaque dilution en surface de milieu PCA

1 Incubation a 37°C pendant 1

Dénombrement des colonies

Figure 4 : Evaluation de 1’activité antibactérienne des différentes variétés de ’huile

d’olive (Medina et al., 2006).
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11.2.4. Extraction des composés phénoliques

L’extraction des composés phénoliques est réalisée suivant le protocole de Montedoro et al
(1992) modifié. 88 grammes d’huile sont dissout dans 88 ml de la solution méthanol/eau
(80/20), la solution subit une centrifugation a 3000 rpm pendant 10minute, la phase polaire
contenant les composés phénolique est récupérés alors que la phase apolaire subit une 2™ et
une 3°M€ extraction pour récupérer la fraction phénolique restant. Dans une ampoule a décanter
on mélange toute les phases polaires avec 88ml d’hexane. Apres décantation, on récupere la
fraction phénolique.les solutions sont concentrées a 1’étuve a une température de 40°C jusqu’a
I’obtention d’un poids constant. Les différents échantillons sont reconstitués dans du méthanol
[eau (80/20).
% Dosage des composes phénoliques totaux

Deux ml de I’extrait phénolique sont mis dans des fioles de 20 ml, 5 ml d’eau distill¢ sont
ajoutées, suivit de 0,5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu. Apres 3 minutes, 4 ml d’une solution
de carbonate de sodium (10%) sont introduites, le volume est ajusté a 20 ml avec 1’eau distillée
et les fioles sont gardées a I’obscurité durant 90 minutes. La solution est filtrée a travers des

filtres de 0,45um. 1’absorbance est effectuée a 765 nm (Favati et al., 1994) .

I1-3.Evaluation de ’activité antibactérienne des extraits méthanoliques :
Dans le but de recherche une éventuelle resistance la substance active, la souche étudiée a fait
I’objet d’un antibiogramme standard sur gélose Mueller-Hinton. Cette méthode repose sur le
principe de la compétition entre la croissance d’une bactérie et la diffusion d’une substance
active dans ce milieu gélosé a partir d’un support en papier pré imprégné (Denis et al., 2007)
La substance diffus a partir du disque de papier selon un gradient de concentration, apres
incubation, le diamétre de la zone d’inhibition claire entourant le disque sert a mesurer la
puissance de I’antibiotique contre le microorganisme (jawetz et al., 1973) (Figure5).
11-3-1.Préparation de I’inoculum :
A partir d’une culture pure et fraiche de 24 H, la bactérie isolée est raclée a 1’aide d’une anse
de platine, I’anse ensuite est déchargée dans 9 ml d’eau physiologique. Aprés homogénéisation
de la suspension bactérienne au vortex, I’inoculum a été ajusté pour avoir 108 cellules/ml.

L’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 525 nm a I’aide d’un spectrophotometre.
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11-3-2. Diffusion sur milieu gélosé:

L’ensemencement est réalisé par les étapes successives suivantes :

+
+

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne & 108 cellules/ml

Essorer 1’écouvillon en le pressant fermement sur la paroi interne du tube afin de le
décharger au maximum.

Sur une boite de Pétri présentant 4 mm d’épaisseur de gélose Mueller Hinton, frotter
I’écouvillon sur la totalité de la surface de la gélose de haut en bas et en stries serrées
Répéter I’opération trois fois en tournant la boite 60° a chaque fois sans oublier de faire
pivoter 1’écouvillon sur lui-méme.

Déposer les disques stériles sur la gélose Mueller Hinton a égale distance les uns des
autres et de telle fagon a éviter le chevauchement des zones d’inhibitions sur la gélose.
Chaque disque est imprégné a 1’aide d’une pipette eppendorf d’une quantité de 20 pl
d’une solution d’extrait préparé dans du méthanol/eau (80/20). Un témoin est préparé
consiste un disque qui a été disposé au milieu est imprégné de 20l de méthanol/eau
Les boites sont mises au réfrigérateur (4°C) durant 2H pour permettre la diffusion des
substances actives tout en arrétant momentanément la croissance des germes cibles.
incuber a 37°C pendant 24 a 48 h puis les diametres des zones d’inhibition seront

mesurés a I’aide d’un « pied a coulisse ».
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Quelque colonie dans 9 ml d’eau physiologie

Culture de 18h de SARM

e o eee e @

e B

Suspension bactérienne correspondant
a une charge de 108 cellules/ml

Ecouvillonnage

|

Gélose Mueller-Hinton —— ——  Ensemencement 3 Boites
———d e pétrie

Disque de papier

de 6mm de 00000 : : :
Disposer les disques a distance

O5 0 90 égale les uns des autres

Chaque disque est imprégné de 20ul d’une solution d’extrait dans du
méthanol/eau (80/20), un témoin est préparé consiste un disque qui est
imprégné de 20 pl de méthanol/eau (80/20)

1

Les boites sont mises a 4°C pendant 2heurs

|

Les boites sont incubées pendant 24heur /37°C

|

Les diameétres des zones d’inhibition seront mesurés

Figure 5 : Evaluation de I’activité antibactérienne des différentes extraits phénoliques de
différentes variétés de 1’huile d’olive (Denis et al., 2007).
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11-4. Etude statistique :

Chaque test est réalisé en trois essais et les résultats représentent la moyenne des trois mesures.
Une étude statistique a été réalisée pour la comparaison des résultats et la mise en évidence des
différences significatives entre les échantillons, et ce, pour chaque parametre en appliquant une
analyse de la variance (ANOVA) suivie du test de Newman-keuls a I’aide d’un logiciel
STATISTICA 5.5. Le degreé de signification des résultats est pris a la probabilité p<0,05
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Résultats et discussion

I11.1. Evaluation de ’activité anti- Staphylococcus aureus méthiciline résistant

Dans notre travail, I’activité antibactérienne est évaluée pour huit échantillons d’huile d’olive
extra vierge et un échantillon de tocophérol vis-a-vis d’une bactérie a Gram positif
Staphylococcus aureus methicilline résistant (SARM). L’activité antibactérienne se manifeste
par une diminution ou bien une disparition de la charge bactérienne aprés 1’ajout de I’huile a

tester ou bien la Tocophérol.

Les figures 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 et 14 présentent 1’évolution du taux de SARM (ensemencé
a 10° cellules/ml) au bout de 15, 30, 45 et 60 min d’incubation en présence de différentes
concentrations d’échantillon (10, 25, 50 et 100 pl).

Les résultats relatifs de I’activité antibactérienne des différents échantillons a différentes

concentrations et temps d’incubation vis-a-vis SARM sont réunis en (annexe I11)

En générale, on remarque que pour tous les échantillons testés, 1’activité est
proportionnelle (en termes de taux de réduction logarithmique) aux concentrations utilisées et

aux temps d’incubation.

Concernant la concentration 10 pl les résultats illustrés dans la figure 6 montre que :
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Figure 7 : Activité anti-SARM des différentes variétés d’huile d’olive extra vierge
en fonction du temps (10 pL)
*1es valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05),
*les barres verticales représentent les écarts types.
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Les résultats de dénombrements au bout de 15 et 30 min incubation montrent de faible
effet inhibiteur, les valeurs maximales se trouvent avec les huiles variété X2 et Tabelout en
inhibant 22,66 et 21 % équivalent d’une réduction de 1,3 et 1,26 log & 30 min d’incubation.
Le reste des échantillons présentent des valeurs n’excedent pas le 1 log (inferieur a 17%
d’inhibition). Les variétés Blanquette de Guelma et Takesrit marquent leur effet inhibiteur
avec des réductions de 0,97 et 0,93 log a 30 min respectivement. L’analyse statistique a
montré une différence significative (p<0,05) entre les variétés Tabelout, variété X2, et Azeradj
a 30 min. Néanmoins, aucune différence significative (p<0,05) entre les variétés : Takesrit et
Blanquette de Guelma de méme entre Chemlal 2012 et Chemlal 2016 ainsi entre Bouichret et
Tocophérol. A 15 min d’incubation le nombre de colonies dépassent 300 équivalent a 0,01 log

indiquant I’activité inexistante a 10 pl.

A partir de I’ensemble des résultats obtenus aprés 45 minutes d’incubation, on observe que
I’activité a augmenté d’un log pour les huiles des variétés X2, Tabelout et Blanquette de
Guelma avec des valeurs comprises entre 1.98 et 2,7 log. Un léger accroissement du taux
d’effet des échantillons Takesrit, Tocophérol, Chemlal 2012, Chemlal 2016 et Azeradj qui
représentent des valeurs oscillantes entre 1,01 et 0,54 log, aucune valeur a été enregistrée pour
Bouichret. Selon I’étude statistique on remarque aucune différence significative (p<0,05)
entre Chemlal 2012, Tocophérol et Takesrit, par contre une différence significative (p<0,05)
existe entre Tabelout, Blanquette de Guelma, variété X2, Chemlal 2016, Azeradj et Bouichret.

Toutes les variétés d’huiles étudiées et I’échantillon de tocophérol au bout 60 min
incubation présentent un effet bactériostatique sur SARM sauf la variété Bouichret qui
n’exerce aucune activité. Les huiles des variétés Tabelout, variété X2 et Blanquette de Guelma
sont caractérisées par une inhibition de 3,36 3,22 3,02 log équivalent 50% d’inhibition du taux
initial suivie de la variété Takesrit , Chemlal 2012, Tocophérol, chemlal 2016 et Azeradj avec
des proportions respectives de 2,38 1,68 1,62 0,87 et 0,81 log. A partir de ces résultats, on
observe des différences significatives entre les variétés Tabelout, variété X2 et Blanquette de
Guelma Takesrit alors qu’aucune différence significative (p<0,05) entre les échantillons
Chemlal 2012 et Tocophérol de plus entre Azeradj et Chemlal 2016.
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Concernant la concentration 25 ul les résultats illustrés dans la figure 7 montre que :

6 M 15min

i 30min
> M 45min
4 t t M lheur

Activité antibactérienne de I'huile (Log N/N,)
N

Figure 8 : Activité anti-SARM des différentes variétés d’huile d’olive extra vierge

en fonction du temps (25 ul)
*les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05),
*les barres verticales représentent les écarts types.

A ce volume, les teneurs de taux de réduction indiquent une meilleure activité, elles sont
supérieures a celles obtenues a un volume de 10 pl au bout de 15 et 30 minutes, les valeurs les
plus élevées se trouvent avec les variétés X2 et Blanquette de Guelma en inhibant
respectivement 41,83 et 36,33% équivalent a une réduction de 2,51 et 2,18 log a 15 et 30
minutes d’incubation suivie de la variété Tabelout avec un pourcentage de 23,5 et 26,66% a
15 et 30 min d’incubation. Aucune valeur n’a été notée pour les échantillons Chemlal2016,
Bouichret et Tocophérol. A 30 minutes d’incubation La présence de différence significative
(p<0,05) entre les variétés Blanquette de Guelma, X2, Tabelout et Takesrit. Néanmoins,
aucune différence significative (p<0,05) n’est notée entre Chemlal 2012 et Tocophérol ;
entre Bouichret, Chemlal 2016 et Azerad;.

Le pouvoir antibactérien accroit chez tous les échantillons au bout de 45 minutes
d’incubation. Aucune différence significatives (p<0,05) marquée entre variété X2 et Tabelout
avec une valeur 2,91 log, entre Chemlal 2016 et Azeradj avec des teneurs 0,97 et 0,78
respectivement. Une différence significatives (p<0,05) est notée entre Takesrit, Blanquette de
Guelma, Tocophérol, Chemlal2012 et Bouichret.
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Au bout d’une heure de contacte, nos huiles : Takesrit, Tabelout, Blanquette de Guelma
et la variété X2 présentent un effet bactériostatique qui peu inhiber jusqua 50% de la
population du SARM. D’autre part pour le taux de réduction des autres variétés varie entre
1,54 et 1,96 log. Une différence significative (p<0,05) est enregistrée entre Chemlal 2016,
Chemlal 2012, Bouichret, Azeradj, aucune différence significative (p<0,05) est notée entre

Tabelout et Takesrit et entre variété X2 et Blanquette de Guelma.

Concernant la concentration 50 pl les résultats illustrés dans la figure 8 montre que :
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Figure 9 : Activité anti-SARM des différentes variétés d’huile d’olive extra vierge

en fonction du temps (50 pul)
*1es valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05),
*les barres verticales représentent les écarts types.

Les résultats obtenus au bout d’une heure indiquent que tous nos échantillons d’huiles
étudiées ont montré un effet inhibiteur vis-a-vis de SARM. Cette souche montrée une
sensibilité a 1’égard des huiles des variétés Takesrit, Tabelout, Banquette de Guelma et la
variété X2 (3,32 a 3,65 log). Aucune différences significatives (p<0,05) n’est notée entre ces
quatre huiles. Quant aux échantillons Tocophérol, Bouichret, Chemlal 2016, Chemlal 2012 et

Azeradj les valeurs oscillent entre 1,59 a 2,85 log.

Une diminution approximativement la moitié de nombre de colonies par rapport au nombre
initial durant 45 minutes d’incubation pour les variétés X2, Tabelout, Takesrit et Blanquette de

Guelma, pour les autres échantillons les teneurs varient entre 1,59 et 2,85 log. Une différence
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non significative (p<0,05) a été enregistré entre les variétés X2, Tabelout et Takesrit ; entre
Chemlal 2012 et Tocophérol ; entre Chemlal 2012, Bouichret et Azeradj, mis a part la variété
Blanquette de Guelma.

A 30 minutes le pouvoir antibactérien a été enregistré pour tous les échantillons des variétés
des huiles d’olive, les valeurs fluctuent entre 1,59 et 2,6 log pour les variétés X2, Blanquette
de Guelma, Tabelout et Takesrit ; et avec 0,95 log pour Tocophérol et Chemlal 2012 et entre
0,69 et 0,80 log pour Bouichret, Chemlal 2016 et Azeradj respectivement. Aucune différence
significative (p<0,05) n’est notée entre Tabelout, Takesrit et Blanquette de Guelma ; entre
Tocophérol et Chemlal 2012 ; ni entre Bouichret, Chemlal 2016 et Azeradj, par contre une
différence significative (p<0,05) présente entre variété X2 et autres échantillons.

Pendant 15 minutes, nos huiles présentent une activité inhibitrice bactériostatique vis-a-vis la
souche de SARM avec des teneurs de taux de réduction plus hautes a des volumes 10 et 20 pul
qui oscillent entre 0,45 et 1,81 log, indemne les échantillons Bouichret, Tocophérol et
Chemlal 2016 qui n’exercent aucun effet sur cette souche, I’étude statistique montre une
différence significative (p<0,05) entre Blanquette de Guelma et d’autres échantillons, et
aucune différence significative (p<0,05) entre les variétés et Tabelout ;Takesrit, Chemlal
2012 et Azeradj ;Bouichret, Tocophérol et Chemlal 2016.

Page 21



Résultats et discussion

Concernant la concentration 100 pl les résultats illustrés dans la figure montre que :
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Figure 10 : Activité anti-SARM des différentes variétés d’huile d’olive extra vierge

en fonction du temps (100 pl)
*les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05).
*les barres verticales représentent les écarts types.

Au bout de 15 minutes, les huile obtenue de la variété X2 et Tabelout sont les plus
performante avec une inhibition de 2,28 et 1,92 log, ce taux est atteint par les huiles des
variétés Chemlal 2012 et Azeradj qu’aprés 60 min de contacte. Huile de la variété Blanquette
de Guelma atteint une réduction de 1,35 log tandis que le reste des variétés n’excédé pas une
inhibition (0,22 a 15%).

Un effet bactériostatique a été enregistré pour la variété Tabelout a des temps différents de 30,
45 et 60 minutes, également on note cet effet avec la variété Bouichret uniquement qu’aprés
60 minutes d’incubation. La variété X2 inhibe 57,5% (3,43 log) de la population initiale de
SARM au bout de 30, 45 et 60 minutes d’incubation alors que les variétés Takesrit,
Blanquette de Guelma ainsi que le tocophérol ne manifestent cette inhibition qu’60 éme
minutes. A 45 minutes d’incubation des différences significatives (p<0,05) entre tous les

échantillons sont notes.

Page 22



Résultats et discussion

Dans les figures ci-dessous on remarque plus la concentration augmente plus I’effet anti-
SARM augmente
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Figure 11: Activité anti-SARM des différentes huiles d’olives extra vierge en fonction

de la concentration (15 min)
*les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05),
*les barres verticales représentent les écarts types.
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Figure 12: Activité anti-SARM des différentes huiles d’olives extra vierge

en fonction de la concentration (30 min)
*1es valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05),
*les barres verticales représentent les écarts types.
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Figure 13 : Activité anti-SARM des différentes huiles d’olives extra vierge

fonction de la concentration (45 MIN).
*les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05),
*|es barres verticales représentent les écarts types.
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Figure 14 : Activité anti-SARM des différentes huiles d’olives extra vierge

en fonction de la concentration (1 heure)
*1es valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05),
*|es barres verticales représentent les écarts types.
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Concernant cet effet ces résultats sont aussi exprimés en termes logarithmique (annexe I11),
représentant différents volumes d’huiles d’olive extra vierge évaluant I’activité anti SARM.
Nos résultats montrent que tous les échantillons des variétés d’huiles a tester & 4 volumes
différents ont une faible ou bien méme absence d’activité allant de 0,01 a 3,15 log au bout de
45 minutes d’incubation. Mis appart la variété Tabelout qui exerce un effet bactéricide en
inhibant 100 % équivalant d’une réduction de 6 log a partir de ce moment jusqu’a une heure
de contacte a I’égard de SARM, de méme pour la variété Bouichret a 100 pl au bout d’une
heure d’incubation de ce volume. L’analyse statistique a montré une différence significative
(p<0,05) a 100 pl entre les toutes les variétés mis a part la variété Blanquette de Guelma et
Tabelout & 30min incubation, Bouichret et la Tocophérol qui n’ont pas enregistrés aucune
valeur de méme pour les variétés Azeradj, Chemlal 2016 et Takesrit a 15 min et également

pour les variétés Tabelout et Bouichret au bout d’une heure.

Nos résultats montrent une activité antibactérienne plus performante pour les
échantillons des variétés X2, Takesrit, Tablout et Blanquette de Guelma par rapport au reste
des variétés. D’aprés (Gomez-Rico et al., 2008), ceci pourrait étre en relation avec le
parameétre variété déterminant le taux et la composition et le pourcentage de la fraction
phénoliques dans I’huile d’olive. A travers ces résultats, on note également que les deux
variétés Tablout, Bouichret exercent un effet bactéricide a 100 ul ou il avait enregistrés des
taux de réduction de 6 log a 1’égard de la souche SARM ce qui est en accord avec une étude
menée par Medina et al.,2006 qui montrent que les huiles d’olive extra vierge des deux
variétés Espagnol (Picual et Arbequina) semble avoir un effet bactéricide vis-a-vis de la
souche S. aureus. Tandis qu’a 10, 25 et 50 pl ces deux échantillons capable d’inhibé jusqu’a
54,33 57,5 et 60,8 % respectivement. Cette variation peut étre expliqué par I’effet du
concentration (obied et al., 2007) et la sensibilité de la souche cible aux différents composés
présent dans différents échantillons d’huile d’olive utilisée a savoir : les acides gras (Andrew
et al., 2010),composés phénoliques (Karaosmanoglu et al., 2010) composés volatils

(Carvalho et caramujo. 2008).

Nous avons noté que les huiles les plus pauvres en composes phénolique (Azeradj et Chemlal
2016) ont montré une faible activité anti-SARM en inhibant 29 et 39,5% respectivement. Une
activité importante (plus de 50 % a 1 heure d’incubation & 100 pul) pour les huiles des variétés
X2, Takesrit et Tablout qui ont une quantité considérable de ces composés phénolique. Ceci
peut étre expliqué par I’effet quantitatif des composés phénoliques, ce qui est en accord avec
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Sousa et al., 2006 concernant la nature et la proportion des composes phénolique de chaque
échantillon.

Malgre la faible teneur de la variété Bouichret en composés phénoliques on a remarqué un
effet bactéricide anti-SARM avec une réduction de 6 log a 100 pl au bout d’une heure
d’incubation, on suppose que I’efficacité optimale d’un échantillon peut ne pas étre due a un
constituant actif principal, mais a 1’action combinée (synergie) de différents composés a
I’origine de cet échantillon, d’aprés Pereira et al., 2007 il est probable que la diminution de
I’activité soit due a une modification des propriétés de la substance responsable de I’activité
en présence d’autres composés d’huile, aboutissant a une combinaison de deux composants
actifs (majeur ou mineur) agissant en synergie (Pereira et al.,2007), ou bien des composants
mineurs d’huile qui sont également actifs a de faibles concentrations (Lindberg et al., 2004).
Medina et al ., 2006 ont rapporté que les différentes composantes de I'huile d'olive, autre que
les acides gras ont été responsables de I'activité antibactérienne. Bien qu'il ait été noté que les
acides gras possedent une activité antimicrobienne. Les acides gras présentent des teneurs
différentes dans les huiles des varietés étudiées dont 1’acide oléique est 1’acide gras le plus
abondant avec un pourcentage de 65 % des acides gras totaux de 1’huile (Ranalli. 1991),
d’aprés les résultats obtenue a 100 ul au bout 60 minutes d’incubation on suppose que la
variété Bouichret se caractérise par une quantité importante d’acide oléique mono insaturé
(C18 :1) vu son activité bactéricide vis-a-vis de SARM, une étude est menée par (Caravalho
et Caramujo., 2008) a montré que d’autres composés saturés et insaturés de huile d’olive (les
aldéhydes) sont efficaces contre les souches Gram positif et négatif.

D'autres composés présents dans 1’huile d’olive ayant une activité antibactérienne sont
recenseés : les caroténoides (Carvalho et Caramujo., 2008). En effet on suppose que les deux
variétés d’huiles extra vierge Tabelout et Bouichret se caractérisent par un taux éleve en
caroténoides, tandis que les huiles des variétés Azeradj et Chemlal 12 contient un faible taux
en caroténoides ce qui peut expliquer la variation de 1’activité anti-SARM.

111.2. Dosage des polyphénols totaux

Les résultats relatifs du dosage colorimétrique des polyphénols totaux des huit variétes
d’huile d’olive extra vierge sont regroupés dans (Tableau XV annexe IlI), exprimés en
milligrammes d’équivalent d’acide gallique/Kg, montrent que les échantillons d’huile

analysées contiennent des quantités appréciables en composés phénoliques.

Les teneurs en polyphénols totaux révelent une différence significative (p < 0,05) entre

les échantillons. En général, le taux le plus élevé est noté pour la variété Blanquette de
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Guelma (1006,68 mg d’E.A.G/kg) alors que le taux plus faible est enregistré pour I’huile de la
variété Chemlal 2016 (143 mg d’E.A.G /kg), les résultats obtenus présentés dans la figure ci-

dessous :
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Figure 15: Teneurs en polyphénols totaux des différents extraits méthanoliques de 1’huile
d’olive extra vierge.
* les valeurs portant des différents lettres présentent une différence significative (p<0,05),
* les barres verticales représentent les écarts types.

D’aprés Tsimidou (1998), on peut classer les échantillons étudiés par rapport a leurs teneurs

en polyphénols dans la catégorie comme suit :

4+ Variétés a faible teneur en polyphénols totaux 50-200 mg/kg
4 Variétés a teneur moyenne en polyphénols totaux 200-500 mg/kg
4 Variétés a teneur élevée en polyphénols totaux 500-1000mg/kg.

Les teneurs en polyphénols totaux les plus élevées pour les huiles d’olive extra vierge
correspondent a la variété Blanquette de Guelma avec une teneur de (1006,68 mg/
d’E.A.G/kg). Elle est environ 6 fois plus élevée que celle enregistrée pour la variété Chemlal
2016 et 5 fois plus élevée que celle enregistrée pour la variété Azeradj, montrent les plus
faible teneurs (143 mg/ d’E.A.G/kg) et (172,01 143 mg/ d’E.A.G/kg) respectivement.

Page 27



Résultats et discussion

Les échantillons Chemlal 2012 ; Takesrit; Tabelout et variété X2 présentent aussi des
quantités appréciables en polyphénols totaux qui comprises dans I’intervalle de (537,24 mg
d’E.A.G/kg) et (803.36 mg d’E.A.G/kg). Ces variations des teneurs en polyphénols sont
principalement liées a la variété (Malheiro et al., 2011). Plusieurs auteurs ont également
rapporté que la fluctuation des teneurs en polyphénols totaux peut étre liée aux origines
géographiques associée au régime d’irrigation, ce qui pourrait expliquer le cas de I’huile
provenant de la variété Chemlal 2016 qui présente de faibles teneurs en polyphénols totaux
(143 mg d’E.A.G/kg).

Nos résultats concordent avec ceux qui obtenus aves des autres auteurs, les résultats
des variétés Chemlal 2016, Azeradj et Bouichret sont proches a celles des 18 variétés
italiennes étudiées par Tura et al., 2007 pour les quelles les teneurs oscillent entre 115 et 377
mg d’E.A.G/kg ; et des variétés turques étudiées par Ocakoglu et al. ,2009 (75,46 et 333,37
mg d’E.A.G/kg).

Les échantillon de chemlal 2012, Takesrit et Tabelout présentent des teneurs proche a celles
des varietés italiennes étudiées par Ben Temime et al., 2006 qui allant de 467 & 714 mg
d’E.A.G/kg.

Les teneurs enregistrées dans notre travail sont supérieures aux teneurs enregistrées par Dhifi
et al.,2006 sur des variétés tunisiennes caractérisées par des teneurs en polyphénols variant de
18,2 mg d’E.A.G/kg a 162,8 mg d’E.A.G/kg; et des variétés algériennes étudiées par
Douzane et al., 2013 (entre 113,4 36 et 322,18 mg d’E.A.G/kg), également celle rapportés
par Baccouri et al., 2008 pour les variétés tunisiennes a différents stades de maturité qui
varient entre 46,23 et 363 mg d’E.A.G/kg. Mais inferieurs a celle étudi¢ par Giovanni del
Manaco et al., 2015 qui oscillent entre 290 et 2180 mg d’E.A.G/kg.

D’apreés nos résultats, il ressort que le cultivar est un facteur important qui influence la
composition en polyphénols totaux, tel que déja observé par plusieurs auteurs (Dugo et al.,
2004 ; Zarrouk et al., 2008 ; Ocakoglu et al., 2009). La concentration en polyphénols totaux
dans I’huile d’olive est conditionnée d’apres Tovar et al. 2002, par I’activité enzymatique de
la L- phénylalanine ammonia lyase (PAL), qui joue un réle important dans la désamination de
la phénylalanine et sa conversion en acide trans-cinnamique impliqué dans la synthése des

composés phénoliques
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111.3. Evaluation de I’activité antibactérienne des extraits méthanoliques par diffusion

sur milieu gélosé

Dans cette partie du travail, nous visons & montrer la présence ou I’absence d’une activité
antibactérienne des extraits phénolique de huit variétés d’huile d’olive extra vierge vis-a-vis

une souche a gram positive Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM).

L’activité antibactérienne se manifeste par D’apparition d’un halo d’inhibition de la
croissance bactérienne autour du disque contenant 1’extrait a tester, cette activité est
exprimée par le diamétre de la zone d’inhibition (mm). Les résultats relatifs a I’activité anti-
SARM des extraits méthanoliques pour 1’ensemble des variétés d’huile d’olive extra vierge

sont consignés dans (Tableau XVI annexe IlI).

En général, on remarque que la plupart de ces extraits exercent un effet considérable a 1’égard
de SARM. Nous avons noté aussi 1’absence d’activité autour des disques imprégnés par le

solvant d’extraction (méthanol/eau : 80/20) qui est considéré comme témoin.

Figure 16 : Activité antibactérienne des extraits méthanoliques vis-avis S.aureus
methicilline résistant.

1 :L’extrait de la variété Chemlal 2012, 2 :I’extrait de la variété Chemlal 2016,

3 :I’extrait de la variété Azeradj, 4 :I’extrait de la variété Bouichret, 5 :I’extrait de

la variété X2 6 :1’extrait de la variété Tabelout, 7.1’extrait de la variété Takesrit

8.1’extrait de la variété Blanauette de Guelma

Pereira et al. (2006) ont distingué différents niveaux d’activité des extraits en se basant sur
le diamétre (D) des zones d’inhibitions : aucune activité : D= 6mm, faible activité : 8mm> D
> 9mm, activité intermédiaire : 10 mm > D > 11 mm, forte activité: 12 mm > D > 15 mm et

trés forte activité : D > 15 mm.
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Les résultats obtenus sont schématises dans la figure ci-dessous, montrent les diametres des
zones d’inhibition des différents extraits méthanoliques des huiles d’olives extra vierge vis-a-

vis de I’espece SARM :
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Figure 17 : Activité anti-SARM des extrais méthanoliques a 20 pl

Les résultats révelent que les diameétres des zones d’inhibition varient de 7,57+0,5 mm
pour I’extrait de Chemlal 2016 a 26,79+0,26 mm pour I’extrait de Blanquette de Guelma.

D’autre part, tous les extraits testés ont montré une variabilité de 1’activité vis-a-vis SARM.

De tres fortes activités (en termes de diametre de la zone d’inhibition) ont été obtenues avec
les extraits de la variétée Blanquette de Guelma (26,79 mm=0,26), suivie par la variété X2
(18,39 mm * 2,8), puis la variété de Takesrit (17,54 mm=0,35) et la variété de Tabelout
(16,37£2,48mm), tandis que la variété Chemlal 2012 montre un pouvoir antibactérienne fort

avec un diamétre de (13,37£0,44mm)

D’aprés Pereira et al., 2006, les extraits phenoliques des deux variétés Azeradj et Bouichret,
présentent une activité intermédiaire entre 8 et 9 mm, Alors que I’extrait de 1’échantillon
Chemlal 2016 posséde une trés faible activité qui a enregistré un diametre de la zone
d’inhibition de 7,57 mm vis-a-vis de SARM. Cette variabilité des diamétres des zones
d’inhibition peut étre due a la sensibilité de la souche bactérienne SARM aux différents

composés phenoligques présents dans ces extraits.

Concernant 1’¢tude statistique pour les diamétres des zone d’inhibition en fonction de

I’extrait méthanoliques testé, une différence significative (p<0,05) a été révélé entre la varieté
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Blanquette de Guelma (26,79 mm) et le reste des variétés. Néanmoins, aucune différences
significatives (p<0,05) a été observée entre les échantillons Azeradj, Bouichret et Chemlal
2016 qui enregistrent des diametres des zones d’inhibitions (8,63, 82 et 7,57 mm)
respectivement, de méme entre les extrait phénoliques des variétés X2, Tabelout, Takesrit et
Chemlal 2012 qui notent des diamétres allant de 13,37 a 18,39 mm

A partir des résultats de 1’analyse statistique, nous avons constaté que nos échantillon ils sont
classé en trois groupes selon le pouvoir anti-SARM, le premier groupé exerce une activité
tres fort (Blanquette de Guelma, Variété X2, Takesrit et Tabelout), le deuxiéme groupe exerce
une activité moyenne (Chemlal 2012), le troisiéme groupe réunir Azeradj, Bouichret et
Chemlal 2016 qui exercent une activité faible. La trés forte activité de premier groupe elle due
au taux ¢levée en composes phénolique, qui varie entre 597,96 et 1006,68 mg/ d’E.A.G/kg,
nos résultats son concorde avec la classification de Tsimidou, (1998), pour les Variétés a
teneur élevée en polyphénols totaux varie entre 500-1000mg/Kkg.

L’activité enregistrée est due aux composé€s phénoliques présents dans différents
extraits méthanoliques des huiles d’olive extra vierge. En effet, plusieurs travaux de recherche
ont signalé le rdle incontestable des composés phénoliques de I’huile d’olive dans 1’inhibition
d’innombrables bactéries pathogenes (Bisignano et al.,1999 ; Furneri et al.,2004 ; Medina
et al.,2006 : Romero et al., 2007 ; Bubonja-Sonja et al.,2011 ; Cicerale et al.,2012 ; Shah
et al.,2013).

Nos résultats pourraient expliqués par la nature et les propriétés des composes
phénoliques constituant chaque extrait notamment avec les teneurs en 1’oleuropéine et
I’hydroxytyrosol, ces deux composés sont connus pour leurs propriétés antibactériennes. En
effet, (Bisignano et al., 1999), indiquent la grand sensibilité de cette souche vis-a-vis de
I’hydroxytyrosol, nos résultats sont en accord concernant la sensibilité élevée de SARM vis-a-
vis de I’extraits Blanquette de Guelma qui enregistre un taux considérable en polyphénols ce

dernier peut étre caractérise par une composition importante en 1’hydroxytyrosol.

D’aprés Macheix et al., 2005 les composés phénoliques simple (acide caféiques,
feruliques, coumarines, , lignanes, flavonoides et d’autre) , présentent également une activité
antibactérienne soit dans un état normal soit aprés qu’ils ont été oxydés en quinone par les
enzymes de la plantes ou de microorganismes, ces quinones peuvent agir soit directement en
bloquant la croissance de microorganisme par liaison aux protéines soit indirectement en

inhibant I’activité enzymatique des microorganisme.
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La présence des flavonoides et plus exactement la lutéoline exerce un pouvoir
antibactérien intéressant (Xu et Lee, 2001 ; Karaosmanoglu et al., 2010), cela pourrait
expliquer par en partie I’activité importante de la variét¢ Blanquette de Guelma en la
comparant a la variétée Chemlal 2016. Plusieurs autres composés phénolique présents dans
I’huile  d’olive  ayant une  activitt  antibactérienne  sont  recensés; le
décarboxymethyloleuropéine aglycone, le ligstroside aglycone et le tyrosol (Medina et al.,
2006 ; Medina et al., 2007), I’acide hydroxybenzoique, I’acide vanillique, ’acide p-

coumarique et 1’acide caféique (Korukluoglu et al., 2009).

En effet Sarker et al., (2005), signalent que I’efficacité optimale d’un extrait peut ne
pas étre due a un constituant actif principal, mais a I’action combinée (synergie) de différents
composés a I’origine de cet extrait. En accord avec ces observations, Lee et Lee, (2010), ont
constaté que ’effet antimicrobien de 1’oleuropéine et de ’acide caféique est beaucoup plus
important lorsque les deux composés sont appliqués sous forme combinée qu’individuelle. Ce
qui rend difficile a corréler les activités antimicrobiennes de ces extraits a un composé

specifique en raison de leur complexité et leur variabilité (Bari et al., 2010).

Confirmant les rapports précédents, il a été démontré que le spectre d'activité antimicrobienne
varie selon le Gram des bactéries ou les bactéries a Gram positif sont généralement les plus
sensibles (Agaoglu et al., 2007; Derwich et al., 2010). La résistance plus élevée chez les
bactéries a Gram négatif est attribuée a la présence d’une membrane externe imperméable aux
composés lipophiles. L'absence de cette barriere chez les bactéries Gram positif permet le
contact direct des constituants hydrophobes des extraits avec la bicouche phospholipidique de
la membrane cellulaire bactérienne (Wendakoon et Sakaguchi, 1995), et d’autre auteurs ont
expliqué cette résistance (Al-Younis et Abdullah, 2008 ; Masibo et He, 2009). En effet, la
paroi des bactéries a Gram positif est riche en protéines tandis que chez les souches Gram
négatif, elle est surtout assemblée en lipopolysaccharides (LPS). Le LPS, grace a ses charges
négatives de surface, empéche la diffusion des molécules hydrophobes, et les protéines
excluent le passage des molécules hydrophiles de poids moléculaire élevé. Alors que les
bactéries a Gram positif sont moins protégées contre les agents antibactériens, le
peptidoglycane n’entrave que la diffusion des molécules supérieures a 50 000 Da (Inouye et
al., 2001 ; Bagamboula et al., 2004 ; Upadhyay et al., 2010). Cela semble avoir une nette
corrélation avec nos résultats qui note une sensibilité plus prononcée de SARM enregistrant

les diametres d’inhibition les plus importants.
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Le présent travail est entrepris dont le but d’étudier 1’évaluation de 1’activité antibactérienne
de huit variétés d’huile d’olive extra vierge Algériennes (Azeradj, Chemlal 2016, variété X2,
Tabelout, Taksrit, Bouichret, Chemlal 2012, Blanquette de Guelma) et un échantillon de
tocophérol ainsi 1’effet antibactérien de leurs extraits phénoliques, vis-a-vis une seule souche

bactérienne Gram positive Staphylococcus aureus méthicilline résistant (SARM).

L’activité antibactérienne des huiles d’olive utilisées révéle que les variétés X2 et Tablout et
Takesrit sont les plus actif sur la souche bactérienne testée que les autres variétés, des taux de
réduction logarithmique variables ont été enregistrés pour les différents volumes testés. Nous
constatons également que les huiles étudiées presentent une activité antibactérienne,
particulierement intéressante a un volume de 100 pl de ces huiles qui notent un effet

bactéricide vis-a-vis cette souche.

Les résultats du dosage des polyphénols totaux montrent des différences significatives entre
toutes les variétés, qui sont en fonction de la variété considérée en raison de leurs teneurs
appréciable en ces composés phénoliques. Des taux plus élevés sont enregistrés chez les
variétés Blanquette de Guelma (1006,68 mg/Kg), suivie des variétés X2 (803,36 mg/kg) et
Tabelout (782,29 mg/Kg) successivement.

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne des extraits méthanoliques des huiles d’olive par la
méthode de diffusion révéle que I’extrait de la variété Blanquette de Guelma exerce un effet
inhibiteur significatif sur la croissance de la souche testée, avec une grande zone d’inhibition.
Comparativement au reste des variétés. Toutefois, des effets inhibiteurs non significatifs sont
exercé par les variétés X2, Tablout, Takesrit, Chemlal 2012 de méme pour les variétés

Azeradj, Chemlal 2016 et la variété Bouichret vis-a-vis cette souche SARM.

Au terme de cette étude, nous constatons que ces huiles extra vierge constituent une
source importante en divers composés phénoliques doués d’une activité biologique, ce qui
confirme I’intérét de leur utilisation dans le domaine thérapeutique et cosmétique et sa
consommation dans lutte contre les maladies infectieuses. Cependant et malgré 1’importance,

des résultats obtenus, différents axes de recherche peuvent étre soulevés:
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v' Tester les composés identifiés individuellement en faisant appel a des tests in vivo
complémentaires qui permettraient une meilleure évaluation de I’activité biologique des
polyphénols d’huile d’olive

v’ Effectuer des essais sur d’autres souches bactériennes afin de confirmer les performances

mises en évidence

v Faire appel a I’analyse moléculaire qui fournira un bon outil d’identification des

formes cultivées complétant ainsi les analyses pomologiques et chimiques réalisées.
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Annexes 1

Tableau I : Norme Commerciale Applicable Aux Différentes Huiles D’Olives

(Les Normes de COI 2011).

Catégories Acidité || Indice de || Extinction spécifique Caractéristiques Teneur en eau
(%) || peroxyde || dans I’'UV organoleptiques et en matiére
(mEQqO./ volatiles %
kg) m/m
270 Ak 232 || Médiane || Médiane
nm nm défaut || du fruité
1-Huile <0,8 <20 <0,22 | <0,01 || <2,5 Me=0 Me>0 <0,2
d’olive vierge
extra
2-Huile <2,0 <20 <0,25 | <0,01 || <2,6 || 0<Me<2 || Me>0 <0,2
d’olive 5
vierge fine
3-Huile <33 <20 <0,30 | <0,01 _ <Me<6 _ <0,2
d’olive
Vierge
courant
4-Huile >3,3 Non _ _ _ Me>6 _ <0,3
d’olive vierge limité

lampante
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Tableau Il : Teneur en acides gras de 1’huile d’olive vierge (COI, 2011)

Acides gras Symboles || Limite de variabilité
(%)

Acide myristique Cl4:0 0,0-0,05

Acide palmitique C16:0 7,5-20,0

Acide palmitoléique Cl6:1 0,3-3,5

Acide heptadécanoique | C17:0 0,0-0,3

Acide heptadécénoique | C17:1 0,0-0,3

Acide stéarique C18:0 0,5-5,0

Acide oléique Cl18:1 55,0-83,0

Acide linoléique C18:2 3,5-21,0

Acide linolénique C18:3 0,0-1,0

Acide arachidique C20:0 0,0-0,6

Acide gadoléique C20:1 0,0-0,4

Acide béhénique C22:0 0,0-0,2

Acide lignocérique C24:0 0,0-0,2

Tableau Il : classification des tacophérols (wendy, 1996)
Formule Masse molaire R1 R2 R3
brute

o : CagHso O2 430,7 CH3 CH3 CH3
B : C2sHag02 416,7 CH3 H CH3
Y : CagHag02 416,7 H CH3 CH3
¢ : C27H4602 402.,6 H H CHS3
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Tableau IV : principaux composes phénolique ayant une activité antimicrobienne

(Daglia, 2011)

Composes Microorganismes Exemples
phénoliques sensible
Acides Bactéries S.aureus, L.monocytogenes, E.coli,
phénoliques P.aeruginosa
Flavonoides Bactéries Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Staphylococcus nervous, Staphylococcus
Virus epidermis.
Champignons Adénovirus, Entérovirus, Flu virus.
Candida albicans, Microsporum
gypseum,
Trichophyton mentagrophytes,
Trichophytorubrum.
Lignanes Bactéries Mycobacterium tuberculosis
R3
l cH CH,
1 CH CH |
Rz\ -‘_.-'z";-"'.u___‘ .-".D‘.""-\. )',’/H z’.-_,H :
0 VA VAVAVA N N
r/_..._'_ ///"1' ) /_..f'
HO 1
R1

Figure 1 : structure des tocophérols (wendy, 1996)
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(Ryan et al., 2002).
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Matériel utilisé :
Ampoule a décanter
Autoclave (BIOBASE)
Balance analytique.
Barreaux magnétiques
Bec Bunsen

Boite de Petrie
Baine Marie.
Centrifugeuse

Cuve en quartz.
Ecouvillons
Erlennmeters

Etuves a 37 C°

Filter a seringue
Four Pasteure
Micropipettes

Pied a coulisse
Pipettes Pasteur
Plaque agitatrice
Spatule
Spectrophotometre
Tubes a essaies

Vortex
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Composition des milieux de culture :

% Milieu Muller-Hinton pH =7,4

Hydrolysat acide de caséine............................. 17,5¢
Extraitde viande................ooooiiiiii 20
AGAr. . 10 ¢
AMIdON. ... 159
Baudistillée..........coooviii 1L
% Milieu Plate Count Agar pH=7
PePIONE. ... 59
GIUCOSE. ..., 1g
Extraitde Levure...........cooviiiiiiiiiee e, 2,50
AN . 18 ¢
EBaudistillée...........ooooiii e, 1L

®,

% Préparation du tampon phosphate saline tween 20

Tampon phosphate saline tween20(PBST) est préparée en mélangent 100 mM Phosphate
de sodium dibasique avec 100 mM phosphate de Sodium monobasique dans un
rapport2 :1, ce mélange est ajouté a 1 :1 NaCl 150 mM et Tween 20est incorporé a 0,25%

(p/p) de la concentration finale.

Abs ey

o] 0,1 0,2 0,3 0.4 0,5 0,6 0,7 0,8

Acide gallique (mg/ml)

Figure 6 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des composés phénoliques
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Tableau X : activité anti-SARM des extraits phénoliques des différents échantillons d’huile
d’olive.

Variété Diamétre
Azeradj 8,63+0,692
Chemlal 2016 7,57+0,50°
Variété X2 18,21+2,8°
Tabelout 16,37+2,48°
Takesrit 17,54+0,35°
Bouichret 8,2+0,562
Chemlal 2012 13,37+0,44°
Blanquette de Guelma 26,79+0,26°

*les valeurs suivies par les mémes lettres dans une méme colonne ne présentent aucune différence significative
(p<0,05),
* chaque valeur représente la moyenne + écarts types.
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Tableau IX : Teneurs en composés phénoliques totaux des différents extraits méthanoliques

des huiles d’olive extra vierge.

Variété Teneurs en polyphénols totaux

Azeradj 172,01+0,86°
Chemelal 2016 142,65+1,4202
Variété X2 803,36+1,179
Tabelout 782,29+4,48f
Takesrit 597,96+2,15¢
Bouichret 236,90+1,18¢
Chemelal 2012 537,24+2,11d
Blanquette de Guelma 1006,68+2,46"

*les valeurs suivies par les mémes lettres dans une méme colonne ne présentent aucune différence significative

(p<0,05),

* chaque valeur représente la moyenne + écarts types.
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Tableau VIII : Activite antibactérienne (Log No/N1) des différentes huiles d’olives extra vierge en fonction de concentration.

10ul 0,21+0,05% 0,01+02 0,08+0,022 0,45+0,040%¢  0,006+0,005®  0,01+0? 0,01+02 0,27+0,049%¢  0,01+0?
25ul 0,36+0,023¢ 0,01+02 1,38+0,0459 1,43+0,0859 0,11+0,03% 0,01+0? 0,05+0,042 1,26+0,041 0,01+02
50pl 0,450,035%°4  1,01+0? 1,8240,1" 1,84+0,045" 0,88+0,17%f 0,01+02 0,660,014 1 34+0,069 0,01+02
100ul  0,53+0,018¢¢  0,92+0,015° 2,28+0,03' 1,92+0,075" 0,70+0,035%%  0,14+0,0442 0,9+0,046%f 1,36+0,09¢ 0,023+0,022
10ul 0,40+0,035° 0,57+0,015¢« 1,3+0,05™ 1,2610,02K 0,93+0,03' 0,01+02 0,64+0,03¢%® 0,97+0,04' 0,01+02
25ul 0,59+0,005¢ 0,66+0,04%f 2,510,024 1,60+0,05" 1,35+0,05™ 0,57+0,004¢ 0,73+0,029" 1,64+0,08" 0,75+0,0089"
50pl 0,70+0,025%%  0,79+0,005" 2,61+0,04" 1,96+0,04° 1,59+0,02" 0,80+0,004" 0,950,015 2,18+0,05P 0,95+0,02!
100ul  0,77+0,0359"  0,98+0,01' 3,15+0,06" 2,20%0,1°P 2,82+0,06° 1,21+0,015 1,16+0,04/ 2,20+0,02P 1,010,071
10ul 0,54+0,01° 0,76+0,03° 2,70+0,04M 1,26+0,02' 1,01+0,024 0,01+02 0,93+0,005¢ 1,98+0,03 0,97+0,03¢
25ul 0,780° 0,79+0,03° 2,91+0,05° 2,91+0,05"° 2,54+0,03' 0,61+0,008° 0,97+0,02¢ 2,26+0,06! 1,14+0,07¢
50pl 0,85+0,04° 1,01+0,005¢ 3,15+0,01° 3,15+0,04° 1,59+0,02" 0,98+0,01¢ 1,71+0,02¢ 2,35%0,1% 1,53+0,01f
100pl  1,60+0,04 2,200,07) 3,22+0,01° 6+01 2,98+0,06° 2,39+0,01 1,85+0,02" 2 ,51+0,07' 1,730,189
10ul 0,81+0,03° 0,87+0,03¢ 3,22+0,01™° 3,36x0,02P9" 2,38+0,1) 0,01+0? 1,68+0,005%f  3,02+0,04™ 1,62+0,1¢
25ul 1,54+0,01° 1,96+0,02" 3,26+0,01"°P 3,45+0,01" 3,4740,04" 1,64+0,004%  1,76+0,01f 3,32+0,04°P4 2,75+0,1%
50pl 1,59+0,01¢ 2,07+0,02' 3,32+0,03™rd  3,57+0,03" 3,65+0,05" 2,06+0,004' 1,85+0,019 3,42+0,059" 2,85+0,08!
100pl  1,74+0,05° 2,37+0,03 3,43+0,039 6£0™ 3,88+0,08Y 6+0" 1,90+0,0059"  3,51+0,06° 3,20+0,08"

No : inoculum initial 107 UFC /ml pour la souche SARM, N1 : UFC/ml.

*Dans la méme colonne les valeurs portant la méme lettre ne différent pas significativement.
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Tableau VII : Activité antibactérienne (Log No/N1) des différentes huiles d’olives extra vierge en fonction de temps.

15min
30min
45min
60min
15min
30min
45min
60min
15min
30min
45min
60min
15min
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No : inoculum initial 107 UFC /ml pour la souche SARM, N1 : UFC/ml.

*Dans la méme colonne les valeurs portant la méme lettre ne différent pas significativement



Le résumé

La présente ¢tude a été entreprise dans le but de caractériser d’un point de vu
microbiologique : V’effet antibactérien d’huile d’olive extra viergeet leurs  extraits
phénoliques, obtenus a partir des fruits cultivé (Olea europaea) il s’agit des variétés
Algériennes « Azeradj, Chemlal 2012 et Chemlal 2016, Tabelout, Bouichret, Takesrit,
Blanquette de Guelma, variété X2 » et un échantillon de Tocophérol, qui été testées dans notre
expérimentation vis-a-vis d’une souche bactérienne pathogéne. Pour le pouvoir antimicrobien
d’huile montre une différence d’activité des huiles étudiées a 1’égard de Staphylococcus
aureus mithiciline résistant (SARM) avec un effet bactéricide qui été enregistré pour la variété
X2 et Tabelout a 100pul. L’activité antibactérienne est évaluée par la méthode de diffusion sur
gélose, les extraits phénoliques de différentes variétés ont montré, pour la plus part, une forte
activité anti été révelée pour Blanquette de Guelma qui posséde une teneur en polyphénols
(1006,68 mg/ d’E.A.G/kg) suivie des variétés X2 et Tabelout,. Les résultats montrent que
I’huile constitue une source prometteuse en composés phénoliques doués d’activité
biologique, ce qui confirme I’intérét de leur consommation pour la lutte contre les maladies
infectieuses.

Mots cles: Variété Algerienne, huile d’olive extra vierge, Polyphénols, Activité
antibactérienne, Staphylococcus aureus mithiciline résistant (SARM).

Abstract

This study aimed to the determination antibacterial effect of Algerian extra virgin olive oil
and its phenolic extracts obtained from eight varieties growing in béjaia against mithiciline
resistant S.aureus. the oils used in our experiments «Azeradj , Chemlal 2012 and 2016
Tabelout , Bouichret , Takesrit , Blanquette de Guelma variety X2 » and a sample of
Tocopherol.

The differents oils and this extracts used in our study exihibit an interesting antibacterial
activity against mithiciline resistant S.aureus (MRSA). The oil of Tabelout and variety X2
showed the best anti-MRSA activitie with total inhibition to 100ul .the antibacterial activity
of extracts is evaluated by the ager diffusion method , the phenolic extracts of different
varieties revealed strong activity for Blanquette de Guelma with hight rate of polyphénols
content (1006.68 mg /EAG/kg ) followed by X2 and Tabelout varieties. Results of this study
show extra virgin olive oils are a good source of several phenolic components endowed with
biological activities which confirms interest in the consumption of Algerian varieties olive to
infection diseases.

Keywords:

Algerian varieties, olive oil, Polyphenol, antimicrobial activity, Staphylococcus aureus
mithiciline résistant (SARM)
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