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Introduction

L’émergence de microorganismes pathogenes multi résistants, due a 1’usage abusif et
inapproprié des antibiotiques, pose actuellement un probléeme de santé publique assez
préoccupant. En effet, la résistance des bactéries aux antibiotiques rend parfois le traitement
thérapeutique inefficace, et met le praticien dans des situations délicates, surtout lorsque la vie
du malade en dépend. (Chebaibi et al., 2015). La solution de ce probléeme s’avere donc
urgente et impose la recherche de nouveaux agents antimicrobiens. Le recours aux plantes
médicinales, aux huiles essentielles et aux huiles végétales a propriétés antimicrobiennes

constitue alors une des plus intéressantes pistes a explorer (Girard, 2010).

L’oléastre « Olea Europea L. subsp .Europae avar. Sylvestris » appartient a la
végétation naturelle des aires méditerranéennes, dont I’infertilité avec les cultivars est connue.
Sa présence géneéralisée dans tous les pays du bassin mediterranéen et la possibilité
d’introgression génétique des populations locales d’oléastres dans les variétés sélectionnées
successivement, ont déterminé non seulement la variabilité génétique actuelle mais également

I’adaptation de I’olivier a différents environnements ( Breton et al., 2006).

Des travaux réalisés ont montré que 1’olivier sauvage présente une huile de haute qualité
comparable a celle des variétés cultivées les plus connues (Baccouri et al., 2008; Dabbou et
al., 2011; Sait, 2012; Tamendjari et al., 2018). Une grande partie des recherches actuelles
porte sur I’¢tude des molécules antioxydants et antimicrobiennes comme, caroténoides et les

polyphénols de cette 1’huile (Laincer, 2017).

Le romarin « Rosmarinus officinalis » est I'une des plantes aromatiques les plus
utilisées dans la médecine traditionnelle et les produits pharmaceutiques en Algérie en général.
Elle est trés appréciée pour ses propriétés aromatiques, antioxydantes, antimicrobiennes,
antispasmodiques, hépatoprotectrices, emménagogues et antitumorales (Athamena, 2009 ;
Haida et al., 2013; Boutabia et al., 2016).

Au cours des années, il y a eu un intérét pour 1’amélioration de la qualité nutritionnelle
et des activités biologiques de 1’huile d’olive par un enrichissement endogéne en améliorant
les conditions du procédé lui-méme, ou par enrichissement exogéne en incorporant des
antioxydants pour le développement d’une médecine alternative (Baydar et al., 2004). Le
présent travail s’intéresse a 1’enrichissement d’une huile d’oléastre par la plante médicinale

Rosmarinus Officinalis afin d’améliorer ses activités antimicrobiennes. Le choix de cette
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plante effectué¢ tient compte de I'importance de la famille a laquelle elle appartient

(Lamiacées) et de son utilisation fréquente en médecine traditionnelle.

A la base de ces données, ce travail vise a connaitre 1’effet antimicrobien de I’huile

d’oléastre avant et apres enrichissement. Notre travail sera présenté comme suit :

*La premiére partie bibliographique divisée en 2 chapitres portant sur : Des généralités
sur I’huile d’oléastre et sa description botanique ainsi ses vertus thérapeutiques et le deuxiéme

chapitre sur le Rosmarinus officinalis et ses activités biologiques.

*La deuxiéme partie est consacré au travail expérimental qui comprend deux parties :
matériel et méthodes ou sont détaillées les analyses qualitatives et 1’évaluation de ’activité
antimicrobiennes de I’huile d’oléastre et I’huile d’oléastre enrichie par le romarin puis la
partie résultats et discussion est dédiée a I’interprétation et la discussion des différents
résultats obtenus.

*Nous terminons ce travail par une conclusion générale et des perspectives a ce travail.
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Chapitre | Généralités sur I'oléastre et I'huile d'oléastre

I. Généralités sur I’oléastre et I’huile d’oléastre

I.1. Généralités sur I’oléastre

L’oléastre "Olea europea L. subsp .Europae avar. Sylvestris ou Aleaster" en frangais
I'oléastre ou l'olivier sauvage appartenant a la famille des Oléacées (Azeboj en kabyle) ; est
un arbre vivace et thermophile qui résiste bien a la sécheresse et poussent d’une fagon naturel
spontané. Il mesure de 2 a 15m de hauteur, dans les rameaux ont une section presque carrés et
épineux a feuilles persistantes et des petites fleurs blanc jaunatre, leurs fruits sont moins
charnus et fournissent moins de I'huile, originaire d’Afrique du nord (Besnard et Berville,
2000).

Caractérisés par la lenteur de croissance et le passage tardif en phase de production
ainsi qu'une remarquable longévité. Il est présenté sous deux formes non distinguables
morphologiquement, soit indigéne, soit férale dérivant de descendant ensauvagé d'olivier
(Besnard et Bervillé, 2000 ; Lumaret et al., 2004).

Le bassin méditerranéen reste une zone privilégiée par rapport au reste du monde pour
la culture de l'olivier grace a son climat adéquat tant au niveau de la température mais aussi au

niveau de I’hydrométrie (Carrion et al., 2010).

L'olivier sauvage se reproduit sexuellement et les graines sont dispersées par le vent et
les oiseaux (Alcantara et Rey, 2003). Sa présence est considérée comme bon indicateur de la
région floristique méditerranéenne. D’un point de vue écologique, il possede un réle dans la
protection des sols des éventuelles désertifications due a sa résistance aux conditions

environnementales défavorables (Mulas et Deidda, 1998).

I.2. Classification et description botanique d’oléastre
Selon la classification de Gherdia, (2010), I’oléastre appartient a la famille des
oléacées, le genre appelé Olea qui comporte 30 espéces différentes. L’espéce

méditerranéenne est Olea europaea, dans laquelle on trouve 1’oléastre ou I’olivier sauvage.
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Tableau I : Taxonomie botanique selon Gherdia, (2010).

Reégne Plantae

Embranchement Magnoliophyta

Sous embranchement Magnoliophytina

Classe Magnoliopsida

Sous classe Dialypetales

Ordre Lamiales

Familles Oleaceae

Genre Olea

Espéce Olea europaea L

Sous espece O. Europaea subsp sylvestris

L’oléastre est un arbre non-cultivé avec un aspect buissonnant, caractérisé par des
fruits de petite taille avec une faible teneur en I’huile et par un stade juvénile long. Les
populations d’olivier sauvage sont limités a quelques secteurs isolés des foréts natales de la
Méditerrané (Hannachi et al., 2009).

L’oléastre pousse sur des terrains relativement pauvres a reliefs accidentés. Dans des
zones semi-arides comme dans le sud de I’Espagne et en Afrique du nord, Il peut étre
rencontré sur les rives de cours d’eau temporaires (Durand et Terral, 2005). Il possede un
role dans la protection des sols éventuelles désertifications due a sa résistance aux conditions

environnementales défavorables (Mullas et Deidda, 1998).

Feuille : courtes, arrondies et plus rides que celle d’olivier cultivé, a disposition

opposé-décussée sur les rameaux.

Fruits : drupes, arrondies, de petites taille de 0.5-1.2 cm en comparaison a 1’olivier
cultivé de 1.2-4 cm, un mésocarpe peu épais, et donnent peu d’huile, et un épicarpe qui varie

de vert au début de maturation au noir a pleine maturation.
|.3. Huile d’oléastre

1.3.1. Définition de I’huile d’oléastre
L’huile d’oléastre est une huile végétale obtenue par extraction par pression a froid des

fruits de 1’Olea europaea. L. Subsp. Oleaster qui lui permet de garder toute sa richesse.

1.3.2. Composition chimique de I’huile d’oléastre
La composition de 1’huile d’ol€astre dépend principalement de la qualité et la
composition du fruit, de la zone de culture et des conditions climatique, degré de maturité,

technique d’extraction et conditions de stockage (Djadoun, 2011).
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L’huile d’oléastre est composée de deux types différents : d’une fraction saponifiable

(triglycéride, acide gras) et fraction insaponifiable (les constituants mineurs).

1.3.2.1. Fraction saponifiable
Fraction saponifiable dite aussi glycéridique représente 99% de la totalité de la

composition de I’huile ; elle se constitue essentiellement de :

+ Acides gras

La composition en acides gras constitue un aspect essentiel pour 1’évaluation
qualitative d’une huile et elle a été utilisée par quelques auteurs comme parametre de
classification des huiles d’olive (Baccouri et al., 2007a). Des normes telles que celle du (COI)
(Conseil Oléicole International) régulent la variabilité des taux en acides gras en placant des
limites hautes et basses sur les proportions de chacun des acides gras.

D’aprés Dabbou et al. (2011) et Hannachi et al. (2012), I’huile d’oléastre représente
une composition en acide gras comparable a celle d’une huile de variété cultivée, et elle est

conforme aux normes données par COI.

Une prédominance de I’acide oléique caractérise le profil d’acide gras totaux pour
I’huile d’oléastre il présente 71,1 86% (Hannachi et al., 2009), et selon Maestro et Borjas,
(1990) et Boskou., (1996) la quantité d’acide oléique présente dans I’huile d’oléastre
relativement plus élevé que celle présent dans I’huile d’olive ; ainsi le taux des acides

palmiques et d’acides linoléiques est relativement bas.

+ Triglycérides
Les triglycérides représentent 95% des lipides totaux et les diglycérides environ 2.6%

et les triglycérides majoritairement présentent dans 1’huile sont sous forme des trioléines

(Zarrouk et al., 1996).

Tableau 11 : Principaux triglycérides présent dans 1’huile d’oléastre (Ben Tekaya et
Hassouna, 2005 ; Tanouti et al., 2011).

Triglycérides Teneur en %
Trioléine « OO0 » 47,54-58,34
Diolopalmitine « POO » 18,72-21,81
Dioleolimoléine « OOL » 15,10-20,9
Palmitooléolinoléine « POL » 3,16-6,94
Autres triglycérides 0.5-2
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1.3.2.2. Fraction insaponifiable

S’avére intéressant parce qu’il produit une huile de bonne qualité en terme de
composés mineurs comparée a I’huile d’olive, ces composées mineurs (alcools, composés
phénoliques, chlorophylle, caroténoides stérols, tocophérols et flavonoides) contribuent a la
qualité organoleptique et a la valeur nutritive (Sait, 2012).

+ Composés phénoliques

Les polyphénols sont des molécules spécifiques du régne végétal, L’huile d’olive est
quasiment la seule huile contenant des quantités notables de substances phénoliques naturelles,
qui lui conferent son godt et selon Leger (2003), les composés phénoliques participent a la
stabilit¢ de I’huile, et réduisent les risques de maladies cardiovasculaires (Ollivier et al.,
2004).

Baccouri et al. (2008) rapportent que les teneurs en phénols et en O-diphénols d’huile
d’oléastre oscillent entre 186 - 435 mg/kg et 105-217 mg/kg respectivement et sont hautement
affectés par le facteur génétique. Les huiles d’olives sont riches en composées phénolique
appartenant a diverses familles (phénols et hydroxy phénols, acides et alcools phénols,

sécoiridoides, lignanes, flavonoides) (Ollivier et al., 2004).
+ Pigments

La présence de pigments naturels est parmi les facteurs majeurs affectant la qualité
d’une huile, et on trouve deux type de pigments sont responsables de la teinte de ’huile
d’olive : les caroténoides et les chlorophylles (Boskou, 2000). La teneur en pigments est
influencée par le cultivar, I’indice de maturation des olives, la zone de production, le systéme

d’extraction et les conditions de stockage (Boskou , 2006).

Selon Boskou, (2015) les tocophérols, les stérols, les composés volatils, représentent

aussi une partie de la fraction insaponifiable.

1.3.3. Technologie d'obtention de I'huile d'oléastre
La technologie de production de 1’huile d’olive se fait uniquement par des procédés
physique dans des conditions thermiques qui sert a préserver les constituants mineurs et

n’entrainent pas 1’altération de I’huile (Codex Alimentarius, 1989; COI, 2016).
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Les olives cueillis doivent étre saines, mures et propres (Metzidakis et al, 1995). La
fabrication se fait par deux étapes: le broyage pour écraser le fruit et faire sortir les

gouttelettes d’huile puis I’extraction pour recueillir I’huile (Bolmont et al, 1998).

Le liquide obtenue est composé d’eau de végétation et d’huile qui seront séparés grace
a la différence de densités, I’huile est filtrée pour éliminer les impuretés puis stockée dans des

cuves en inox pour éviter toute oxydation (Uzzan, 1994 ; Benyahia et Zein, 2003).
I.4. Propriétés antibactériennes de I'huile d'oléastre

1.4.1. Activité antibactérienne de I'huile d'oléastre

Les acides gras issus d’huile d’olive ont étés responsable de 1’activité antibactérienne
et il a était rapporté qu’ils possédent aussi une activité antimicrobienne, le fait que seul I’huile
d’olive présente cette activité¢ a suggéré que les composants mineurs de 1’huile devraient étre

impliquée dans cette propriété biologique (Medina et al., 2006).

1.4.2 Activité antibactérienne des composés phénoliques
Brenes et al. (2007), Romero et al. (2007), ont rapporté que les composés
phénoliques sont considérés comme étant des agents antibactériens promoteurs pour le

traitement des infections de systéme gastro-intestinaux ou du systéme respiratoire.

Les polyphénols hautement hydroxylés présentent un potentiel important en tant
qu’agents antibactérien (Cowan , 1999 ; Friedman et al, 2003), et selon Boskou (2009), les
effets antibactériens des composés phénoliques soient bien établis, leur mécanisme d’action

n’est pas encore ¢lucidé, plusieurs hypothéses ont été proposées afin d’éclaircir leur activité.

Le mécanisme d’action des composés phénoliques sur la bactérie se fait selon les trois

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

- Pénétration dans le cytoplasme.
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11.1. Généralités et historique sur Rosmarinus officinalis

Les plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne de I'Homme car il les utilise

pour se nourrir, se soigner et parfois méme dans ces cérémonies religieuses (Mebarki, 2010).

Actuellement, le romarin est I'une des plantes médicinales les plus intéressantes pour
protéger et conserver la santé. C'est une plante commune a I'état sauvage et l'une des plantes
les plus appréciées d'Algérie, que l'on retrouve dans tous les jardins et parcs en bordure
odorante (Leplate, 2017).

Le Rosmarinus officinalis est une plante pousse spontanée de tout le bassin
méditerranéen et du sud-ouest de 1’Asie, qui demande un sol calcaire, de faible altitude,
ensoleillé et modérément sec, il est généralement cultivé comme cl6ture dans les jardins
(Mokhtari et al., 2008).En Algérie, le romarin est 1’une des sept plantes qui comptent plus de
100000 hectares sur le territoire du pays (Bensebia et al., 2009).

Le romarin est un stimulant naturel trés efficace, il détoxifie 1’organisme, tonifie le
foie, réduit le stress, calme les troubles rhumatismaux, les ballonnements, les crampes

d’estomac, soulage les aphtes et on peut 1’utiliser pour multiples raison.

Dans le temps anciens, le romarin a été utilisé pour formuler le médicament « I’eau de
la reine de Hongrie » qui est en fait une sorte de vin. Les médecins arabes utilisent beaucoup

le romarin, et ce sont eux qui ont réussi les premiers a extraire 1’huile essentielle (Fuinel,

2002).

11.2. Description et classification botanique du romarin

Le romarin « Rosmarinus officinalis » est un arbuste de la famille des Lamiaceées, il
mesure environ un metre de hauteur, il est toujours vert, tres parfumé, trés ramifié et tres
feuillu (Eloutassi, 2004). Ses feuilles sont persistantes opposées, étroites, presque en forme
d’aiguille, d’un vert sombre sur le dessus et blanchatres en dessous (Figure 1). Ses fleurs qui
apparaissent en mai-juin, varient du bleu pale au violet, qui est disposés en épis vers le

sommet des rameaux (Rameau et al., 2008).
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Figure 1: Photographie de Rosmarinus Officinalis (Goetz et Ghedira, 2012).

Tableau 111 : Classification botanique de Rosmarinus officinalis (Frouhat et al. 2013).
Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Rosmarinus
Espéce Rosmarinus officinalis

11.3. Etymologie et noms vernaculaires
Le «romarin » c’est un nom qui vient du latin « ros marinus » (rosée de mer). Il

possede plusieurs appellations :

e Berbeére : Azir, iazirou ou yiazir (Bellakhdar, 2006).

e Arabe : IKlil el jabal (Ducros, 1930).

e Francais : Herbe aux couronnes, romarin des troubadours, rose marine, encensier
(Anton et Lolestein, 2005).

e Anglais : Rosemary (El Rhaffari, 2008).

11.5. Composition chimique du romarin

La composition chimique des plantes est influencée en général par le lieu de
croissance et de récolte ainsi que la période de récolte dans le cycle végétatif (Staub et al,
2013). Le romarin est composé principalement de I’huile essentielle et des composés

phénoliques cités dans le tableau IV.




Chapitre 11 Généralités sur Rosmarinus officinalis

Tableau IV : Composition chimique du romarin (Zeghad, 2009).

Huiles essentielles 1,8 cinéole, alpha-pinene camphre de romarin camphene

Acides phénols ou Acide caféique, chlorogénique, acide vanillique, acide

deriveés caféiques rosmarinique, rosmarine, acide P-coumarique

Flavonoides Lutéoline, quercetine, genkwanine, cirsimaritine, ériocitrine,
hespéridines, diosmine, apigénine

Diterpenes Acide carnosolique, rosmadial

Triterpénes et stéroides | Acide aléanolique, acide ursotique

Lipides N-aLkanes, isolalkanes, alkenes

11.6. Utilisation du romarin

Généralement, dans le romarin les parties utilisées sont les feuilles, les sommités

fleuries, séchées, ou I'huile essentielle (Bousbia, 2011).
11.6.1. Utilisation phytothérapie

Le romarin peut étre utilisé en infusion, sous forme de poudre, d’extrait sec ou
d’autres préparations galéniques par voie interne et/ou externe pour le soulagement ou le
traitement de nombreuses pathologies (Bousbia, 2011).

% Voie interne

Le romarin est un stimulant antispasmodique et cholagogue. Il est recommandé par ses
propriétés stimulantes dans le soulagement des états adynamiques des fievres typhoides et de
la grippe, des fermentations intestinales, des asthénies, des dyspepsies atoniques. D’aprés les
bénéfiques rapportés contre la coqueluche et les vomissements neurogenes, il est considéré
comme un antispasmodique. Le romarin est un bon cholagogue pour la cholécystie chronique,
certaines ascites et la cirrhose du foie .il est aussi considérés comme un anti-VIH et un

anticancéreux. (Paris et al., 1993 ; Haloui et al., 2000).
% Voie externe

Pour un usage externe, il est employé comme sommités infusés dans 1’alcool, lui-
méme agit sur les ulcéres, les plaies, les dermatoses parasitaires. La décoction peut étre
utilisée dans les bains de bouches pour les aphtes et pour les gargarismes (amygdalite)
(Bousbia, 2011). L’huile essentielle du romarin soigne les blessures et I’inflammation des
voies respiratoires et la sphére ORL, soulage les maux de tétes et les troubles rhumatismaux.
(Dias et al. 2000).

10
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11.6.2. Parfumerie et cosmétique
Rose marine a des propriétés dermo-purifiantes qui permettent son utilisation dans les

préparations du déodorant, lotions et shampoing.

Selon Martini, (2011), le romarin est considéré comme un composant des parfums
masculins, des eaux de Cologne, ainsi dans la formulation des pommades dermiques. Faucon,
(2012) a rapporté que I’huile essentielle du romarin est utilisé pour parfumer les produits

d’hygiene.

11.6.3.Alimentation

Le romarin est une bonne source naturel de composés antioxydants, largement utilisé
dans I’industrie alimentaire comme alternative aux additifs chimiques pour la préparation de
la volaille, de I’agneau, du veau, des fruits de mer (bousbia, 2011). Il est aussi utilisé comme
épice dans les aliments cuits, la viande, les condiments et les aliments transformés. L’huile du
romarin est utilisé dans les desserts, les aliments surgelés, les bonbons, les produits de

boulangerie, la gélatine, nourriture diabétique et tisane (Zoubeidi, 2004; Monino et al., 2008).

11.6.4. Effets indésirables
Le contact direct avec la plante ou 1’'un de ses extraits peut provoquer une réaction

allergique due a la présence de carnosol dans le romarin (Miroddi et al., 2014).
11.7. Activités biologiques

11.7.1. Activités antimicrobiennes

v' Activité antibactérienne

Le Romarin a été testé sous différentes formes contre différentes bactéries a Gram

positif ou négatif responsables de différents types de pathologies.

L’activit¢ des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis sur trois souches
bactériennes pathogénes (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Acinetobacter sp.) par la
technique d’aromatogramme montre que le pouvoir antimicrobien de ces huiles est tres
important et se caractérise par une action bactéricide contre les germes suscités (Boutabia et
al., 2016). Selon Jiang et al., (2011) et Jardak et al., (2017), le romarin pourrait montrer un
effet antimicrobien naturel dans le domaine alimentaire et 1’industrie pharmaceutique. Les

résultats Tavassoli et al., (2011), indiquent la puissance de I'nuile essentielle de R. officinalis

11



Chapitre 11 Généralités sur Rosmarinus officinalis

comme conservateur naturel dans les produits alimentaires contre L. mesenteroides, L.
delbruekii, S. cerevisia et C.krusei.

Haida et al., (2013) ont montres le pouvoir antibactérien des extraits phénoliques de
romarin testé sur trois souches de bactéries différentes (Escherichia coli, Staphylococcus
aureus et Pseudomonas aeruginosa), seules les fractions apolaires ont répondus positivement
aux tests.

v’ Activité antifongique

D’aprés Jardak et al,. (2017), les huiles essentielles ont un effet inhibiteur sur la

croissance des levures et la germination des spores, 1’allongement du mycélium, la formation

de spores et la production de mycotoxines.

L’huile essentielle du romarin pourrait étre utilisée comme un agent de conservation
dans certains types d’aliments pour prévenir le développement d’espéces fongiques toxigenes

(Rasooli et al., 2008).

Les levures du genre Candida sont des espéces opportunistes pouvant devenir
pathogenes chez les patients fragilisés, comme par exemple les patients immunodéprimés. Les
infections a Candida ont augmenté ces derniéres années et sont devenues des causes de

mortalité.

Dans le cadre de lutte contre ce pathogéne, L’huile essentielle de romarin montre des
concentrations minimales inhibitrices) surtout contre Candida Albicans indiquant un effet

antifongique significatif (Bozin et al ., 2007).

Sclerotinia sclerotiorum, champignon terricole provoquant des maladies importantes
des plantes partout dans le monde. C’est un pathogene qui peut infecter les feuilles et les
racines de la carotte. Ojaghian et al., (2014) ont montré que les extraits de romarin possédent
un potentiel antifongique inhibiteur équivalent a 50,4%.

11.7.2. Activité antiparasitaire
Une activite antiparasitaire contre Leishmania a été montrée par Shokri et al., (2017)
de I’huile essentielle du romarin et nanoémulsion, cette derniére a considérablement réduit le

nombre de parasite dans les macrophages.

11.7.3. Activité antioxydante
Une grande partie de l'intérét des recherches porte sur I'étude des molécules

antioxydantes et leur incidence sur les radicaux libres (Rios-Evans et al ., 1997).

12
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Les antioxydants sont des agents qui peuvent prévenir les dommages oxydatifs grace a
leur capacité a capter les radicaux libres. Ces antioxydants peuvent avoir plusieurs origines,
ils peuvent étre produits dans lI'organisme ou apportes par l'alimentation ou bien sont issus

d'une synthese chimique ( Kalander et al.,2012).

Le romarin est l'une des principales ressources en antioxydants naturels de ce fait de sa
richesse en acide carnosique et 1’acide rosmarinique, Le carnosol (CA) et le rosmanol sont
formés par dégradation oxydative de l'acide carnosique et ne sont pas contenus initialement
dans les feuilles, ces composés sont donc des artefacts du processus d'extraction (Aherne et
al., 2007). L'acide rosmarinique est un polyphénol hydrosoluble qui peut réduire

considérablement la production d'acide nitrique dans des chondrocytes (Chen et al., 2018).

Environ 90% de l'activité antioxydante de Rosmarinus officinalis est principalement
attribuée & une teneur élevée en composants non volatils comme I’acide carnosique, le

carnosol (diterpénes phénoliques) et I’acide rosmarinique (Bradley, 2006).

11.7.4. Activité anti-inflammatoire
L’inflammation est une réponse complexe de 1’hote a une lésion, impliquant le

recrutement de leucocytes et 1’extravasation des protéines plasmatiques (Rodriguez et al.,

2015).

Extraits du romarin (Rosmarinus officinalis L.) ont été évalués pour leur activité anti-
inflammatoire. 1l réduit les symptdmes cliniques de l'cedéme des jambes et réduit également le
nombre de globules blancs dans I'articulation entre le fémur et le tibia, réduisant ainsi les
symptomes biologiques (Rodrigues et al., 2012).

11.7.5. Activité antitumorale

Le romarin a un extrait fluide supercritique qui présente des propriétés antitumorales,
en fonction de la dose utilisée. Il agit en synergie avec le 5-fluorouracile sur les cellules
cancéreuses du colon. De plus, en réduisant lI'activité des deux enzymes impliquées dans le
phénomeéne de résistance, les cellules résistantes au 5-fluorouracile peuvent étre sensibilisées
(Gonzalez et al., 2013).

De plus, I’acide rosmarinique est un puissant inhibiteur de l'intégrasse du VIH-1. En
outre, le carnosol et l'acide carnosique ont des propriétés anti-carcinogenes et anti-
inflammatoires (Gonzalez et al., 2013).
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Notre étude a éeté réalisée au niveau du laboratoire de recherche BBBS (biochimie,
biophysiques, biomathématiques et Scientométric), a 1’universit¢é de Abderrahmane-Mira
Bejaia. Elle consiste a I'enrichissement de I'huile d'oléastre par Rosmarinus officinalis, et
I’étude de ses caractéres physicochimiques, ainsi que leur pouvoir antagonistes vis-a-vis de 7

souches pathogeénes référencées.

I11.1. Présentation de la zone d’étude et I’échantillonnage

Notre zone d’étude est le village « Khelil » de la commune Barbacha, situé a environ
49Km de la wilaya de Bejaia. Latitude et longitude de cette région sont respectivement 36° 32’
4 N et 4° 56° 19“ E. On a collecté un échantillon de I’huile d’oléastre (1 litre) d’une huilerie
traditionnelle, L’échantillon d‘huile d’oléastre est mis dans un flacon en verre fumé remplis,

étiquetés et mis au réfrigérateur (4°C) jusqu’a I’utilisation ultérieure.
I11.2. Les caractéristiques physico-chimiques de I’huile d’oléastre

111.2.1. Détermination de I’acidité libre

L’acidité qui mesure le pourcentage en acides gras libres, est déeterminée selon la
méthode décrite dans le reglement CEE/2568/91. Le principe de la méthode consiste en un
titrage des acides gras libres présents par une solution éthanolique d’hydroxyde de potassium
(COl ,2017a).

Un échantillon d’huile de 5 g est solubilisé dans 20ml d’un mélange (V/V) diethylther-
éthanol a 95%, puis le mélange est titré en agitant, avec une solution d’hydroxyde de
potassium (KOH) a 0.IN jusqu’a virage de couleur vers le rose (indicateur coloré la
phénolphtaléine) (Annexe 02), persistant pendant au moins 10 secondes. Réalisation d’un
témoin dans les mémes conditions (sans matiére grasse). L’acidité (%) est exprimée en
pourcentage de poids d’acide oléique, elle est égale a :

(V—-V0) XNXxXP
10 xXm

A% =
V et VO : volume en ml de KOH nécessaire pour neutraliser 1’échantillon et le blanc,
respectivement ;
m :masse en grammes de la prise d’essai.
N : normalité de la solution KOH.

P : masse molaire (g/ml) de I’acide oléique qui est égale a 282 g/ml.
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111.2.1. Détermination de I’indice de peroxyde

L’indice de peroxyde représente la quantité de substances de 1’échantillon exprimée en
meq d’O2 actif /Kg, qui oxydent l'iodure de potassium avec libération d’iode, ce paramétre
nous renseigne sur le degré d’oxydation des huiles (COI 2017b).

La méthode utilisée est celle décrite par le COI (2017b). Un échantillon de 2 g d’huile
est introduit dans une fiole a col rodé, 10 ml de chloroforme sont ajoutés, tout en agitant, afin
de dissoudre I’huile ; suite a quoi 15 ml d’acide acétique glaciale et 1 ml d’une solution
d’iodure de potassium saturée sont ajoutés, la fiole est bouchée rapidement, puis agitée
vigoureusement pendant 1 minute et laissée a 1’obscurit¢ pendant 5 min a température
ambiante. 75 ml d’eau distillée sont ensuite ajoutées ainsi que quelques gouttes d’empois
d’amidon, le tout est titré avec le thiosulfate de sodium (Na2 S2 O3) a 0,01 N en agitant
vigoureusement (Annexe 3). L’indice de peroxyde est donné par I’expression ci-apres :

_ (V-V0) +1000
" m (meqd’02/Kg)

N : normalité Na2S203 (0.01N).

V, VO : volume en ml de Na2S203 nécessaire pour le titrage de 1’échantillon et de I’essai a

blanc, respectivement ;

m : masse en gramme de la prise d’essai.

111.2.3 Détermination de I’extinction spécifique dans ’ultraviolet

L’examen spectrophotométrique dans 1’ultra-violet peut fournir des indications sur la
qualité¢ d’une matiére grasse, sur son état de conservation, et sur Les changements dus aux
processus technologiques. Sous 1’action de divers facteurs exogenes et endogenes initiateurs,
accélérateurs ou retardateurs, 1’oxydation des huiles formes des produits volatils et non
volatils dus a la dégradation de la chaine d’acide gras insaturés par I’oxygene atmosphérique,
tels que I’hydroperoxyde d’acide linoléique qui absorbent la lumiére au voisinage de 232 nm.
Si ’oxydation se poursuit, des sous-produits d'oxydation se forment, en particulier des
dicétones et des cétones insaturées qui absorbent la lumiére a environ 270 nm (Tanouti et al.,
2011).

La méthode utilisée est celle décrite par le COIl (1996): Un échantillon de 0,259
d’huile filtrée (a travers le sulfate de sodium anhydre) est ajusté a 25ml avec du 1’hexane

(annexe 03). L’absorbance est mesurée a deux longueurs d’ondes 232 nm et 270 nm
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respectivement. Les coefficients d’extinction E232 et E270 sont exprimés par 1’équation

suivante :

Al
C =L

E =

E : Extinction spécifique a la longueur d’onde A nm.
A : Densité optique a la longueur d’onde A nm.
C : Concentration de la solution a analyser en g/100 ml.

L : Largeur de la cuve en cm (1 cm).

111.2.4. Dosage des pigments

La méthode utilisée est celle décrite par Minguez-Mosquera et al. (1991). Un
¢chantillon de 7,5g d’huile filtrée est ajusté a 25 ml avec de I’hexane (annexe 04). La fraction
chlorophyllienne absorbe au voisinage de 670nm, alors que la fraction caroténoide est
détectée a 470nm. Les valeurs du coefficient d’extinction spécifique appliqué sont Eq=613
pour la pheophytine comme composant majeur des chlorophylles et Eq=2000 pour la lutéine

comme caroténoide majeur. Ainsi, le contenu en pigments est déterminé comme suit :

m A 106
Chlorophyles <_g> _ 670"

oo (M8 _ _Agz0+10°
Caroténoides (Kg> ~ 2000 %100 +T

A : Absorbance
T : Trajet optique (largeur de la cuve 1cm)
111.3. Enrichissement de I'huile d*oléastre par Rosmarinus officinalis

111.3.1.Matériel végetale
Notre étude est portée sur le romarin (Rosmarinus officinalis) qui appartient a la
famille des Lamiacées. La partie aérienne de cette plante a été récolté en mois d’avril

(10/04/2022) du foret de Leflaye qui se situe a la daira de Sidi-aich de la wilaya de Bejaia.
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111.3.2. Préparation de I’huile d’oléastre enrichie au romarin
Mettre 15 g de la partie aérienne du romarin dans une bouteille en verre propre et
séche .verser 500 ml d’huile d’oléastre dans la bouteille puis conserver pendant 2 mois (12

/04/2022) au (12/06/2022) a I’abri de ’air, la lumiére et a une température ambiante.

111.3.2.1 Analyses physico-chimiques de I’huile d’oléastre aromatisée
Détermination des indices de qualité et le dosage des pigments de 1’huile d’oléastre

aromatisée ont été analysés aprés deux mois de conservation.

111.3.3. Etude de Dactivité antimicrobienne de I’huile d’oléastre et I’huile d’oléastre
enrichie par Rosmarinus officinalis

Sept souches sur lesquelles nous avons testées 1’activité antimicrobienne d’huile et
I'nuile enrichie, ont été sélectionnées en fonction de leur pouvoir pathogéne pour I’Homme.

Elles sont issues de sources différentes (tableau V1).

Tableau VI : Caractéristiques des souches cibles utilisées.

Sgil;ﬁzgs Référence Gram | Pathogénicité Antibiorésistance
Opportuniste .
Klebsiella Souches de s pathogene Qu_lnolon_es_,
S neumoniae laboratoire Negatif important piperacillin-
P portar tazobactam
(pneumonies)
ATCC
S, Escherichia coli 25922 Négatif Pathogene Béta-lactames
Staphylococcus
aureus
S3 résistant a la ATCC Positif Pathogene Méticilline
e it 43300
Méticilline
(SARM)
Erythromycine,
Ss Bacillus subtilis ATCC . . Kanamyc!ne,
6633 Positif Pathogéne I|pc_omycm_e,
spectinomycine,
tétracycline
Souches Erythromycine,
Ss Bacillus cereus de i hoad kanamycine,
laboratoire Positi Pathogene lipcomycine,
spectinomycine,
tétracycline
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111.2.3.1. Standarisation des inocula bactériens

L’activité de tout agent antibactérien dépend de la densité de la suspension cellulaire
de la souche cible utilisée. La taille de l'inoculum bactérien est un élément primordial
contribuant de fagcon essentielle a la qualité des résultats de 1’activité antibactérienne, d’ou la
nécessité de standardiser l'inoculum bactérien. Ce dernier est préparé, dans I'eau
physiologique, a partir d'une culture pure et fraiche (18 heures). L’inoculum est ajusté a 0,5
Mc Ferland correspondant a une densité optique de (0,08 a 0,10) a 625 nm. La concentration
finale de linoculum est de 10® UFC/mI (CA-SFM / EUCAST 2021).

111.2.3.2. Standarisation des inocula fongiques

Préparation d’un inoculum en prélevant des colonies et les suspendre dans 9 ml d’eau
physiologique stérile (9 g NaCl/l). La densité de I’inoculum est fixée entre 0,5 a une longueur
d’onde de 540 nm, équivalent & 10° spores/ml.

111.2.3.3. Evaluation de I’activité antimicrobienne d’huile d’oléastre et I’huile d’oléastre
enrichie par le romarin
Le protocole pour évaluer I’activité antimicrobienne d’huile d’oléastre avant et apres

enrichissement par le romarin (Medina et al., 2006) est représenté dans la figure 04.

Un volume de 4,2 ml d'une solution tampon PBST (phosphate-buffered saline tween)
stérile (0,2 M, pH 7) est additionné a 300 pl d’huile d'olive stérile, la suspension est
ensemencée avec 500 ul d’une suspension microbienne préparée a partir d'une culture fraiche
a 10" cellule/ml des différents germes cibles (DO de 0,50 aux absorbances déterminées). Le
mélange est incubé sous agitation a 37° C pendant une heure. Un tube témoin est réalisé en
remplacant 300 pl d’huile d'oléastre par 100 pl de la solution tampon PBST. Au terme de la
période d’incubation, des dilutions allant jusqu'a 10, suivies d’ensemencements sur gélose
PCA pour les bactéries et milieu Sabauraud pour les champignons sont realisés en vue de
dénombrer (Annexe 05). Effectuer le méme protocole, en augmentant a chaque fois le volume
d’huile a tester (500 et 700 pl).
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Figure 2 : Evaluation de ’activité antimicrobienne des différentes variétés de I’huile
d’oléastre et I’huile d’oléastre enrichie par le romarin (Medina et al., 2006).
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111.3.Etude statistique
Une étude statistique des résultats est réalisée a 1’aide de I’application ANOVA.
Ensuite le logiciel JMP pour le test HSD de Tukey-Kramer. Le degré de signification des

résultats sont obtenues avec la probabilité de p <0,05.
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IV. Résultats et discussion
IV.1. Indices de qualité de I’huile d’oléastre

IV.1.1. Acidité
L’acidité libre est 1'un des paramétres qui nous renseigne sur I’altération des

¢échantillons d’huile et 1’un des principaux criteres de qualite.

Le résultat montre que le pourcentage d’acidité de 1’échantillon d'huile d'oléastre
étudiée est de 0,14% d’acide oléique (Tableau VII) permettant de la classer dans la catégorie

des huiles d'olives extra vierges telle qu’elle est définie par les normes internationales (COI).

Cette valeur est inférieure a celle de 1’huile d’olive de la région de Skikda qui a
enregistré une acidité de 0,6 % en acide oléique (Abdallah et al., 2018), elle est inférieure a
celles obtenue par Oueddrhiri et al., (2017), pour les huiles d’olive du Maroc dont le taux est

compris entre 0,43-0,48% d’acide oléique.

Notre huile présente une acidité inférieure a celle de quelques huiles d’oléastres
tunisiennes qui ont enregistrés des acidités de 0,3 a 0,5 % en acide oléique (Baccouri et al.,
2007a), et aussi sont inférieures de celles obtenues par Dabbou et al. (2010) pour les

oléastres tunisiens (Oléastre K, Oléastre M) dont le taux est compris entre 0,17 et 0,34.

Par contre, elle est semblable a celles rapportées par Laincer et al., (2014) pour les
huiles d’olive de Bejaia dont les valeurs d’acide oléique comprises entre 0,05-0,23%. Tanouti
et al., (2011) et Condelli et al., (2015) ont noté une acidité libre reste en dessous de 0,8 %
respectivement pour les huiles d’olive produites au Maroc oriental et le sud de I’'ltalie

(Basilicata) qui sont supérieur a celle qu’on a observée.

La connaissance d’indice d’acides d’un corps gras est un bon moyen pour déterminer
son altération par hydrolyse. C’est un critére de pureté de I’huile (Benosman et Mamchaoui,
2005) et pour Tanouti et al., (2011) I’huile d’olive peut s’altérer et son acidité augmente suite

a la libération d’acides gras par hydrolyse des triglycérides.

Cette valeur enregistrée de 0,14 % indique une faible hydrolyse au cours de
I’extraction et le stockage d’huile (COI, 2019).

Apres deux mois de conservation de 1’huile enrichie a une température ambiante et a

I’abri de I’air et de la lumiére, on a enregistré une augmentation de taux d’acidité qui est de

21



Résultats et discussion

1,28% par rapport a I’huile d’oléastre cette augmentation peut étre due a une hydrolyse des

triglycérides en acides gras au cours de stockage (Tanouti et al., 2011).

IV.1.2. Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde est utilis¢ en tant que révélateur de la détérioration d'huile par
oxydation (Barone et al., 1994). Il est également utilisé pour surveiller tout probléme de
production, qui se produit aprés la récolte et pendant le traitement (Kiritsaki et
Markakis, 1998). D'autre part, I'¢tude menée par Jolayemi et al., (2016) montre que
I'élévation de la température lors du malaxage induit une augmentation de l'indice de
peroxyde pour la variété turque Memecik. Cette huile présente un indice de peroxyde de 11 +
0,5 meq d’O,/kg (Tableau VI1I).

En comparant la valeur de I’indice de peroxyde obtenue a celle de la norme du COl,
on constate que 1'échantillon analysé présente un indice de peroxyde < 20 meq d’O,/Kg,

conforme a la norme fixée pour une huile extra-vierge.

Cette valeur est proche de celles obtenue par Oueddrhiri et al., (2017) pour les huiles
d’olive de Maroc dont le taux est compris entre 10,8-12,1 meq d’O/kg. Elle est supérieure a
celle rapportée par Tamendjari et al., (2018) pour les huiles d’olive et d'oléastre de Bejaia
dont les valeurs sont comprises entre 3,25-9,4 meq d’O/kg et celui trouvé par Abdellah et al.,
(2018) pour une huile d’olive de région de Skikda. Mais sont proches de celles obtenues par
Boulfane et al., (2015) pour les huiles d'olives marocains dont le taux est compris entre 10,96
et 18,70 meq d’O,/kg et sont comparables a ceux des huiles d’oléastres Pakistanaises qui
varient de 3,4 a 13,1meq O,/kg (Gulfraz et al., 2006).

L'huile d’olive sauvage analysée présente un indice de peroxyde plus faible que ceux
obtenus par Issaoui et al., (2007) sur des huiles de variétés tunisiennes qui dépassent parfois
la limite fixée par les réglementations internationales (entre 4,7 et 22 meq O,/Kg), mais peu
élevée comparé aux huiles d’oléastres analysées par Baccouri et al., (2007a) dont les valeurs
oscillent entre 2,4 a 7,66 meq O,/Kg.

L’huile enrichie par le romarin présente une valeur de 18,5+ 0,5 meq d’O./kg qui est
plus €levé en comparant avec I’huile d’oléastre normal. Cette différence de valeur revient a

I’oxydation primaire lors de conservation de 1’huile enrichie par le romarin (COI, 2019).
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IV.1.3. Absorbance dans ’ultraviolet

L’extinction spécifique des huiles dans I’ultraviolet est un parametre important de sa
qualité. En effet, a 232 nm, elle permet d’évaluer la présence de produits primaires
d’oxydation des acides gras (hydroperoxydes linoléiques...), tandis qu’a 270 nm les produits
secondaires d’oxydation des acides gras (alcools, cétones...) sont détectés (Tanouti et al.,
2011).

Les valeurs des absorptions spécifiques obtenues pour les échantillons étudiés en ultra-
violet & 232 nm et a 270 nm sont 1,72 et 0,10 respectivement (Tableau VII). Le résultat
obtenu pour notre échantillon indique qu’elle n’excéde pas les limites fixées par le Conseil
oléicole International (2019) pour les huiles d’olive Extra vierges qui sont respectivement

inférieures ou égales a 2,50 et 0,22.

Notre I’huile présente des coefficients d’extinction spécifiques proches a ceux
enregistrés par Tamendjari et al., (2018) qui sont comprise entre (1,70-2,28 pour le
coefficient K232, 0,09-0,15 pour le coefficient K270). Par contre en comparant aux résultats
obtenus par Bendi et Belkherroubi, (2022) qui sont comprise entre (0,02-0,07 pour le

coefficient K232 et 0,01-0,05 pour le K270) on remarque que nos résultats sont plus élevés.

Notre huile présente des coefficients d’extinction spécifiques K232 proches a ceux des
huiles d’oléastres tunisiennes (Baccouri et al., 2007a), Par contre pour coefficients

d’extinction spécifiques K 270 sont inférieures (Baccouri et al., 2007a).

Tableau VII : Indices de qualité des huiles étudiées.

Huile
Indice Huile d’oléastre Huile d’oléastre aromatisé
Indice d’acidité(%0) 0,14 1,28
Indice de peroxyde (meq 11+0,5 18,5+ 0,5
d’02/kg)

Absorbance K232 1,72 2,44
dans

Pultraviolet K270 0,10 0,09

Apres deux mois de conservation de 1’huile enrichie par le romarin une augmentation
de coefficient d’extinction spécifique (K232: 2,44) par rapport celle enregistré de 1’huile
d’oléastre qui peut étre due a la formation des hydroperoxydes linoléiques qui absorbent la
lumiére a K232 avec une valeur de 0,09 qui n’est pas loin de la valeur de I’huile d’oléastre

qui indique absence d’oxydation secondaire lors de stockage (COI,2019).
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IV.1.4. Dosage des pigments

L’huile d’olive contient des composés mineurs qui lui conférent ses qualités
organoleptiques et nutritionnelles. Parmi ces composes mineurs les pigments, qui jouent un
réle important dans la stabilité oxydative de I’huile au cours de son stockage et dans la
préservation de sa qualité (Tanouti et al., 2011). Ils sont responsables de la couleur verdatre a
jaune de I’huile (Benrachou, 2013).

Deux sortes de pigments sont présentes dans 1’huile d’oléastre : les chlorophylles et les

caroténoides.

En raison de leur caractére antioxydant dans I'obscurité et pro oxydant dans la lumiére,
semblent jouer un role important dans la stabilit¢ oxydative de I’huile au cours de son

stockage et dans la préservation de sa qualité (Tanouti et al., 2011).

IVV.1.4.1. Teneur en chlorophylle

La chlorophylle est un caractére de 1’huile d’olive vierge, elle dépend de plusieurs
facteurs comme le facteur génétique, le stade de maturité, la qualité de fruits, le proces
d’extraction et les conditions de stockage (Malheiro et al., 2013).

La teneur en chlorophylle de notre échantillon d’huile d’oléastre est de 0,84 mg/kg
(figure 05). Cette valeur est supérieure a celle obtenue par Sait, (2012) de la variété
algérienne Chemlal qui présente une teneur en chlorophylle de 0,2 mg/kg et sont faibles
comparées a ceux des huiles doléastres de la région de Bejaia 0,3 jusqua 1,22mg/kg
(Tamendjari et al., 2018), et celles des variétés brésiliennes et espagnoles étudiées par
Borges et al. (2017) qui ont notés des teneurs comprises entre 1,39 et 4,38 mg/kg.

Notre échantillon de I’huile enrichie par le romarin a enregistré une valeur de 5,74
mg/kg qui est plus élevé que celle d’huile d’oléastre non enrichie (figure 5). Cette
augmentation peut étre justifiée par la présence du romarin dans 1’huile pendant deux mois

qui est une plante riche en chlorophylle.
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Figure 3 : Teneur en chlorophylles des échantillons d’huiles étudiées.

1VV.1.4.2. Teneur en caroténoides

La présence des caroténoides dépend de plusieurs facteurs, tels que le cultivar, le sol,

le climat, la maturation des fruits et aussi les conditions appliquées pendant la transformation

des olives (Tanouti et al., 2011).

La teneur en caroténoides de 1’

huile d’oléastre analysée est de 0,88 mg/kg (figure 6),

ce résultat est proche de celui obtenue par Fendri et al., (2021) variété tunisienne dans

I’échantillon SM138 qui a enregistré une valeur de 0,7mg/kg tandis que 1’échantillon SM100

a enregistré une valeur de 6,2mg/kg qui est supérieure a notre valeur.
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Figure 4 : Teneur en caroténoi

des des échantillons d’huiles étudiées.
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Notre échantillon d’huile présente un taux trés faible en caroténoides comparé a ceux
des huiles d’oléastres tunisiennes (entre 1,68 a 4,9 mg/Kg) analysées par Baccouri et al.,
(2007a) et ceux obtenu par Cerretani et al., (2008) pour des variétés italiennes (entre 2,93 a
14,6 mg/KQ).

Par contre cette valeur obtenue est supérieure a celle enregistré par EI Moudden et al.,

(2020) de la variété marocaine qui est comprise entre 0,13-0,63 mg/kg.

Le rapport chlorophylle/caroténoides pour notre échantillon est de 0,95 qui sont
inférieur a 1.

D'aprés Criado et al., (2004), un rapport chlorophylle/caroténoides aux alentours de 1
indique une couleur d’huile entre le vert et le jaune, inférieur a 1 dominance de la couleur

jaune et supérieure a 1,6 dominance de la couleur verte (Cerretani et al., 2008). D'apres cette

classification notre huile présente une dominance de la couleur jaune.

La teneur en caroténoides de 1’huile d’oléastre enrichie par le romarin a enregistré une
valeur de 0,76 mg/kg qui est proche de la teneur de I’huile de 1’oléastre, donc le romarin n’a

pas exercer un changement remarquable dans la teneur en caroténoides.

IV.2 Evaluation de P’activité antimicrobienne d‘huile d’oléastre et I’huile d’oléastre
enrichie par le romarin

Ce travail avait pour but de démontrer si I’huile d’oléastre et ’huile d’oléastre enrichie
par le romarin ont un pouvoir antimicrobien, ainsi que le potentiel synergique d'huile

d’oléastre lorsqu’elle est enrichie par la plante médicinale "Rosmarinus officinalis”,

L’effet des deux échantillons étudiés a I'égard de sept souches microbiennes. Trois
souches a Gram positif (Bacillus subtilis, Bacillus cereus et Staphylococcus aureus
méthiciline résistant), deux souches Gram négatif (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae)
et une levure (Candida albicans) et une moisissure (Aspergillus niger). Les cultures
microbiennes ont été effectuées dans des milieux PBST supplémentés d’huile d'oléastre aux
différents volumes (300, 500 et 700 ul) avec un témoin sans huile. L’activité antimicrobienne
se manifeste par une diminution ou bien une disparition de la charge microbienne apres
I’ajout de I’huile a tester, les cellules viables sont exprimées en Log cellule/ml (Medina et al.,

2006).

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau V111 : Evaluation de 1’activité antibactérienne des huiles étudiées.

Inoculum standard 10" UFC/mll
Temps de contact 1 heure
taux de réduction
logarithmique (logN;-logNy)
Gram négative Gram Positive
Germe Escherichia coli K.pneumoniae SARM B.Cereus B.Subtillis
Volume de I’huile (ul) 300 500 700 | 300 | 500 | 700 | 300 | 500 | 700 | 300 | 500 | 700 | 300 | 500 | 700
Huile d’oléastre 4,43 | 7,00 | 7,00 | 458 | 520 | 572 | 4,74 | 530 | 7,00 | 467 | 506 | 652 | 552 | 5,88 | 7,00
Type (Log) n a a m h e ] g a I i b f d a
de
I’huile | L’huile d’oléastre | 7,00 | 7,00 | 7,00 | 4,70 | 6,30 | 7,00 | 7,00 | 7,00 | 7,00 | 5,52 | 5,88 | 7,00 | 7,00 | 7,00 | 7,00
enrichie par le a a a k C a a a a f d a a a a
romarin (Log)

N; = concentration initiale des bactéries dans le tube d’essai (107 UFC / ml),

Nt = concentration finale bactéries (UFC / ml).

7log : bactericide.

* Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05).

< 7log : bactériostatique
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IV.2.1.Activité antibactérienne a I’égard des Gram négatif

IV.2.1.1. Activité antibactérienne vis-a-vis d’Escherichia coli

D’apres le tableau VIII, on remarque que notre échantillon d’huile d’oléastre a montré
un effet inhibiteur (effet bactériostatique) pour le volume 300 pl/5 ml vis-a-vis de 1’espéce
Escherichia coli avec un taux de réduction logarithmique de 4,43 Log. A ce volume, des
différences significatives (p<0,05) sont relevées entre I'huile d'oléastre et celle enrichie par le
romarin qui a montré avec un effet bactéricide de 7 log. Néanmoins aucune différence n’est
notée entre ces huiles pour les volumes 500 pl et 700 ul vis-a-vis Escherichia coli (annexe
06). Cet effet a été expliqué par I'enrichissement de I'huile d'oléastre par le romarin qui est une
plante médicinale connue par sa richesse en composes phénoliques (Haida et al., 2013) et les

huiles essentielles (Boutabia et al., 2016).

IV.2.1.2. Activité antibactérienne vis-a-vis de K.pneumoniae
Pour I’huile d’oléastre, K.pneumoniae a montré un effet bactériostatique pour les trois

volumes 300, 500 et700ul, avec un taux de réduction logarithmique de 4,58, 5,20 et 5,72 log.

En comparant avec 1’huile d’oléastre enrichie par le romarin, on observe que cet
échantillon est plus actif avec un taux de réduction de 4,70 et 6,30 log, pour les volumes 300

et 500 pl ; par contre le volume 700 pl a enregistré un effet bactéricide de 7 log.

L'analyse statistique a révelée des différences significatives (p<0,05) entre les deux

types d’huile vis-a-vis K.pneumoniae a ces volumes.
IV.2.2. Activité antibactérienne a I’égard des Gram positif

IV.2.2.1. Activité antibactérienne vis-a-vis de SARM
Un taux de réduction de 4,74 et 5,30 log pour les volumes 300 et 500 pl qui indique un
effet inhibiteur bactériostatique de I’huile d’oléastre vis-a-vis SARM et pour le volume 700 pl

/5ml, I’huile a montré un effet bactéricide de 7 log.

En examinant les résultats des huiles vis-a-vis SARM, elle semble plus sensible par
rapport aux deux autres bactéries a gram positifs, on observe aucune croissance de cette
souche en présence I’huile d’oléastre enrichie par le romarin qui a exercé un effet bactéricide
de 7 log pour les trois volumes 300, 500 et 700 pl. L’étude statistique montre une différence

significative (p <0.05) entre cette huile et celle aromatisée a des volumes de 300 et 500 pl,
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mais aucune différence significative (p<0,05) n'est relevée entre ces deux échantillons vis-a-

vis de S. aureus a un volume700 pl.

El amri et al.,, (2014) ont montrés un effet inhibiteur trés important des huiles

essentielles du romarin contre Staphylococcus aureus multi résistant (SARM).

IV.2.2.2. Activité antibactérienne vis-a-vis de B.cereus
Les résultats représentés dans le tableau VIII indiquent que les deux échantillons
montrent un effet inhibiteur vis-a-vis du B.cereus. Des variations significatives sont détectées

entre ses deux échantillons.

Pour les trois volumes 300, 500 et 700 pl, I’huile d’oléastre a exercée un effet
bactériostatique avec un taux de réduction logarithmique de 4,67, 5,05 et 5.52 log sur

B.cereus.

D’aprés les résultats obtenus d’oléastre enrichie par le romarin a enregistrée un effet
bactériostatique pour les deux volumes 300 et 500 ul avec une réduction de 5,69 et 5,82 log.

Pour le volume 700 pl I’huile enrichie a exercé un effet bactéricide de 7 log.

1V.2.2.3. Activité antibactérienne vis-a-vis de B.Subtillis

L’étude statistique a montré une différence significative (P<0,05) entre les huiles
étudiées vis-a-vis de B. subtilis.

D’aprés le tableau VIII, ’huile d’oléastre a montré un effet bactériostatique pour les
deux volumes 300 et 500 pl avec un taux de réduction logarithmique de 5,52 et 5,88 log. Par

contre un effet bactéricide de 7 log a été enregistré pour le volume 700 pl.

On n’enregistre aucune colonie de B.Subtillis au bout d'une heure d'incubation en

présence des huiles enrichies pour les trois volumes (300, 500 et 700 pl).
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I1V.2.3 Activité antifongique

L’activité antifongique des huiles étudiées est résumée dans le tableau IX.

Tableau 1X : Evaluation de ’activité antifongique.

10" Spores/ml
1 heure
(LogN;i-LogNy)

Inoculum standard

Temps de contact

Taux de réduction
logarithmique

Germe Candida Albicans Aspergillus Niger
Volume de I’huile (pl) 300 500 700 300 500 700
L’huile d’oléastre | 5,61 5,74 6,39 5,25 5,30 5,56
Type (Log) f e b i h g
de I’huile d’oléastre | 7,00 7,00 7,00 5,62 5,85 6,00
I’huile | enrichie par le a a a f d C
romarin (Log)

N; = concentration initiale des bactéries dans le tube d’essai (107 Spores / ml),
Nt = concentration finale fongiques (Spores/ml).

7 logs : fongicides. <7 log : fongistatique

Les valeurs portant la méme lettre sur la méme colonne ne présentent aucune
différence significative (p< 0,05).

IV.2.3.1. Activité antifongique vis-a-vis de Candida albicans

D’apres tableau 1X, un effet bactériostatique de 1’huile d’oléastre a était enregistré
pour les trois différents volumes (300, 500 et 700ul) avec un taux de réduction de 5,61, 5,74
et 6,39 Log, respectivement.

L’analyse statistique a révélé des différences significatives (p<0,05) entre les
différentes concentrations de I'huiles d'oléastre étudié vis-a-vis de Candida albicans (annexe
07).

En comparant & l'huile d’oléastre enrichie au romarin, il a été remarqué, que cet
échantillon est plus actif et efficace vis-a-vis de Candida Albicans par rapport au 1’huile
d’oléastre pure. L’augmentation l'activité antimicrobienne a été expliquée par I'enrichissement
de I'huile d'oléastre par le romarin qui est une plante médicinale connue par sa richesse en
composés phénoliques et les huiles essentielles. Pour I'huile d’oléastre enrichie, on observe un
taux de réduction de 7 log pour les trois volumes 300, 500 et 700ul respectivement, donc a

montré un effet bactéricide.
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1V.2.3.2. Activité antifongique vis-a-vis d’Aspergillus Niger

Pour I’huile d’oléastre, un taux de réduction logarithmique de 5,25, 5,30 et 5.56 Log
pour les différents volumes qui indique un effet inhibiteur bactériostatique, de méme pour
I’huile d’oléastre enrichie avec des taux de réduction logarithmique (5,62, 5,85 et 6Log)

pour les trois volumes 300, 500 et 700ul, respectivement.

L’étude statistique a relevé une différence significative entre le taux de réduction
logarithmique et le volume d’huile utilisé pour les deux huiles testées, il existe ainsi une
différence significative entre le taux de réduction logarithmique de I’huile d’oléastre avant et

apres enrichissement a tous les volumes.

11.2.4. Discussion générale de I’activité antimicrobienne

Divers études in vitro ont prouvés les propriétés antibactériennes de 1’huile d’Olive
(Sumer et al.,, 2013; Heidari et al.,, 2016; Laincer et al., 2017; Abdallah et al .,
2018; Tamendjari et al., 2018; Gabriel et al., 2019; Fei et al., 2019), ainsi que dans 1’huile
essentielle du romarin (Boutabia et al., 2016) et les composés phénoliques du romarin
(Haida et al., 2013). Dans notre travail, cette activité a été detectée pour les deux échantillons

(huile d’oléastre avant et aprés enrichissement) vis-a-vis les souches testées.

Nombreux chercheurs ont confirmé 1’effet antibactérien de I’huile d’olive vis-a-vis les
deux souches E. coli et Staphylococcus aureus. Citant Laincer et al ., (2014), qui ont pu
prouver que les différents extraits d’huiles d’olive extra vierge de onze variétés d’olives
algériennes étaient decelés pour leur activité antibactérienne contre les souches précédemment
cités. Pareille pour Djedioui (2018), qui a conclu que I’huile d’olive issue de la région de
Skikda, présente une CMI de 10-2 mg/ml contre Escherichia coli ATCC 25922 et de 0,5.10 -
3mg/ml contre Staphylococcus aureus ATCC 43300.

Par ailleurs, les résultats obtenus montrent une différence significative dans les taux de
réduction logarithmique en fonction du type d’huile utilisée et la souche cible. La variabilité
du pouvoir inhibiteur des huiles testées pourrait étre due a la sensibilité des souches aux
différents composés présents dans 1’huile d’olive a savoir : les acides gras (Desbois et Smith,
2010), les composés phénoliques (Rodriguez et al., 2021), les composés volatils (Brahmi et
al., 2012).

Romero et al., (2007) ont rapporté que l'extrait phénolique de I’huile d'olive est
bactéricide sur Helicobacter pylori a 380 pug/ml. L'hydroxytyrosol est hautement toxique sur
Pseudomonas syringae et Corynebacterium michiganense, qui sont des phytopathogénes.
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Medina et al., (2013) ont signalé que la présence du tyrosol et de I’hydroxytyrosol dans la
structure dialdehydique de base (EDA) augmente leur caractere lipophile et leur efficacité

antibactérienne qui a été supérieure a celles des désinfectants synthétiques.

Laribi (2015), qui a testé 1’effet de I’huile d’olive de onze variétés algériennes sur
plusieurs souches bactériennes a démontré que les composés phénoliques présents dans les
extraits testés semblent avoir une meilleure activité a 1’égard des bactéries Gram positif que
sur les bactéries Gram négatif, ce qui était en accord avec Rahman et al ., (2009) . Cette
différence de I’intensité de ’activité antibactérienne contre les deux types de bactéries a été
expliquée par la présence de la bicouche lipidique chez les Gram négatif, qui constitue une

barriére pour 1’action des polyphénols (Masibo et He, 2009).

Plusieurs auteurs ont rapporté que la concentration en polyphénols n'est pas le seul
parameétre qui gere le potentiel antimicrobien mais également la nature des composés présents
dans les extraits. En effet, les formes dialdéhydiques des décarboxymethyl oleuropéine et

ligstroside aglycone présents dans 1’huile d'olive exercent une activité bactéricide (Laincer,

2017).

Les travaux de Choi et al., (2013) ont détecté un effet uniqguement en utilisant les
acides gras polyinsaturés (C18:2 et C18:3), les saturés et mono insaturés présentent une trés
faible activité. La relation entre la structure des acides gras et activité antimicrobienne n'est
pas claire, il apparait que le nombre des doubles liaisons ainsi que leurs positions renforce
cette activité ; plus le nombre des doubles liaisons augmente plus on observe une meilleure

action vis-a-vis des souches cibles.

En comparant ’activité des huiles utilisées et la souche cible. Nos huiles testées
semblent avoir une meilleure activité a 1’égard des Gram positif que sur les Gram négatif. Nos
résultats sont en accord avec (Sait 2012, Tamendjari et al., 2018 ; Laincer et al., 2017),ces
résultats peuvent s’expliquer par la différences dans la constitution de la paroi cellulaire qui a
due a une meilleure permeabilité du ou des compose (s) actif(s) chez les Gram positif ou le
peptidoglycane n’entrave pas 1’entrée des molécules a petit poids moléculaire (Hogan et

Kolter, 2002).

En effet, I’activité antifongique des huiles utilisées se démarque par son efficacité a

I’égard de Candida Albicans qui est similaire aux résultats obtenue par Laincer, (2017).

32



Résultats et discussion

L'effet inhibiteur dépend du volume d'huile utilisé, on note une hausse d'activité en
passant de 300a 700ul vis-a-vis des souches cibles. Plusieurs auteurs ont constaté la relation
relative entre l'activité et la concentration de la substance active (Nychas et al., 1990; Sousa
et al., 2006 et Zoric et al., 2016).

Les résultats obtenus a partir de 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne de I’huile
d’oléastre avant et aprés enrichissement ont montrés une différence significative entre les taux
de réduction logarithmique de ces deux huiles chez les souches cible, cela est di a I'action
synergique des composés d’huile d’olive et du romarin. L’huile essentielle et I’extrait des
parties aériennes de romarin exercent une activité antibactérienne et antifongique inhibant la
prolifération des bactéries, la croissance mycélienne et la germination des spores. Cette
activité est due aux principaux constituants de I’extrait brut : acide carnosique, carnosol et 12-
methoxy-transacide carnosique et aux principaux constituants de 1’huile essentielle : le 1,8-

cineole, le camphre, le bornéol, 1I’a —pinene et autres constituants (Goetz, et Ghedira, 2012).

L’huile essentielle de romarin a démontré un potentiel inhibiteur et bactéricide sur
staphylococcus aureus et staphylococcus epidermidis. Cette activité serait principalement due
a la forte concentration en composés monoterpéniques de 1’huile (plus de 60%) et en
particulier a la présence du 1,8-cinéole (Jardak et al., 2017). En outre, les études de
Doukkali et al. (2018) ont montreés I’efficacité in vitro de I’activité antibactérienne de I’huile
essentielle extraite de Rosmarinus officinalis L contre le développement d’Erwinia amylovora

(Burrill) qui est une bactérie de Gram-négative.

D’apres Pandey et al., (2017) les bactéries @ Gram- négatif sont moins sensibles aux
huiles essentielles que les bactéries a Gram-positif. La membrane externe des bactéries a
Gram-négative contient des lipopolysaccharides hydrophiles (LPS) qui agissent comme une
barriere contre les macromolécules et les composés hydrophobes, offrant ainsi une tolérance
accrue aux composés antimicrobiens hydrophobes tels que ceux trouvés dans les huiles

essentielles.

Sehari (2018) montre que I’effet antifongique des huiles essentielles de romarin est

bien remarqueé sur [’Aspergillus niger et [’Aspergillus Flavius.

D’apres Djabi et Khobizi (2018) et dans le but de 1’étude de I’effet de 1’extrait aqueux
et éthanolique de romarin sur la croissance des champignons phytopathogeénes, ’extrait

aqueux utiliseé a montré un bon effet inhibiteur de croissance sur le Penicillim sp (taux

d’inhibition entre 2 et 40%), sur [’Aspergillus Flavius (taux d’inhibition entre 2 et 23%) et un
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faible effet sur Aspergillus niger (taux d’inhibition entre 6 et 11%). Cependant son effet est

nul sur les deux especes Fusarium verticillioide et Fusarium sp.

Dans le cadre de lutte contre Candida Albicans, plusieurs études ont été réalisés parmi
celle-ci nous citons celle qui a pour objectif de tester 1’activité antifongique des huiles
essentielles sur Candida. Bozin et al., (2007) qui indique un effet antifongique significatif de
I’huile essentielle de romarin contre Candida Albicans.
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Conclusion et Perspectives

Conclusion
L’intérét de I’huile d’oléastre est mal €lucidé, trop peu de gens peuvent prétendre
savoir que 1’oléastre donne une huile appréciée notamment en pharmacologie. Cette huile trés

rare se vend en Kabylie.

Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés a caractériser un échantillon
d’huile d'oléastre de la région de Khelil (Béjaia) et son enrichissement par une plante
médicinale le romarin. Depuis son existence, 1’huile d’oléastre a fait ses preuves d'efficacité
contre plusieurs maladies. C’est dans ce contexte que nous avons Vvisé notre objectif sur
I’évaluation de I’activité antimicrobienne de I’huile d’oléastre et 1’huile d’oléastre enrichie.
L’étude a été basée sur la détermination des indices de qualit¢ de I’huile, le dosage des
pigments ainsi que I’évaluation de [I’activité antibactérienne, vis-a-vis de sept souches
microbiennes.

Dans nos expérience, il ressort que les résultats obtenus des paramétres de qualité
(acidité libre, I’indice de peroxyde, I’absorbance dans I’UV) permet de classé notre I’huile

dans catégorie des huiles extra-vierge établis par les normes COI 2019.

Le dosage des pigments a relevé un taux faibles en chlorophylle et en caroténoides,
avec un rapport chlorophylle/caroténoides inférieur a 1’unité, ce qui indique que la couleur de

notre échantillon d’huile d’oléastre est de couleur jaune.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne des échantillons d'huile d’oléastre indique

que l'activité dépend de I'huile, le volume d'huile ainsi que la souche cible.

A propos de D’activité antimicrobienne, on conclut que notre échantillon d’huile
d’oléastre a une action antimicrobienne sur les souches testées (Escherichia coli, SARM,
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae, Aspergillus niger, Candida
Albicans), cette action dépend du volume de I’huile utilisé. Par contre nous avons observé une
augmentation de 1’activité antimicrobienne jusqu'a l'obtention d’un effet bactéricide sur
quelques souches de 1’huile d’oléastre enrichie par une plante médicinale « Rosmarinus

officinalis » ce qui signifie la présence d’une synergie entre leurs composants.
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L’effort de valorisation de cette huile doit &tre poursuivi car il peut, par ses retombés

positifs, participer de facon déterminante au développement du secteur oléicole. Pour cela

différents axes de recherche peuvent étre soulevés :

>
>

Elargir I’échantillonnage sur d’autres ol€astres et dans d’autres régions ;

Etudier I’activité antimicrobienne des extraits ainsi que les principaux composés
phénoliques individuels a 1’égard d’autres souches ;

Déterminer la composition biochimique de 1’échantillon d’huile ;

Effectuer des enrichissements avec d’autres plantes médicinales, car en effet ces
enrichissements constituent un trésor inestimable qui pourrait étre valorisé et utilisé
ultérieurement comme des produits thérapeutiques ;

Déterminer les composés responsables de 1’excés d’amertume et chercher des
stratégies visant a diminuer ou masquer cette amertume ;

Faire exploiter cette huile dans les différents domaines tel que: domaine

pharmaceutiques, et en technologie Agro-alimentaire.
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Annexe 01

Annexes

Tableau | : Différentes catégories de I'huile d'olive et leurs critéres de qualité (COI 2019).

Huile d*olive | Huile dolive | Huile d*olive Huile d olive
Huile Extra vierge vierge Vierge Viege lampante
' courante
parametre
Caracteristiques
Organoleptiques
~-Fruite Me = 0 Me = 0 Me =0
-Défaut Me =0 0<Me=<25 25<Me<6.0| Me>6.0
Acidité libre (%% | =0.8 <2 < 3,3 =30
acide oléique)
Indice de
peroxyde =20 =20 =20 Non limite
(meq O,/Kg)
Extinction
spécifique (UV)
Koz K235 <2 /
Ko70 < 0,22 0.25 0.3 /
Annexe 02
Tableau Il : Matériels et réactifs de 1’indice d’acidité
Matériels Réactifs
v' Balance analytique v" Solution de diethyl-ether 95%
v Burette graduée v Solution de phénolphtaléine 0.1N
v’ Agitateur magnétique v" Solution d’hydroxyde de sodium
v Bécher de 250 ml 0.1N
Annexe 03

Tableau I11 : Matériel et réactifs de 1’indice de peroxyde

Matériels Réactifs

e Balance analytique e Eau distillé

e Burette graduée e Chloroforme

e Ballon de 250ml e Acide acétique

e Agitateur magnétique e Empois d'amidon

e Pipette e Solution aqueuse saturée d'iodure de
potassium

e Solution aqueuse de thiosulfate de

sodium (Na2 S2 03) 0.01N

Annexe 04




Tableau IV : Matériel et réactifs de I’extinction de I’'UV et les pigments

Matériels Réactifs

e Blanc analytique e Hexane
e spectrophotomeétre
e Cuvette de plastique 1 cm

Annexe 05
Préparation du tampon phosphate salin tween20

Tampon phosphate salin tween20 (PBST) est préparée en mélangeant 100 mM
phosphate de sodium dibasique avec 100 mM phosphate de sodium monobasique dans un
rapport 2:1, ce mélange est ajouté a 1:1 NaCl 150 mM et Tween 20 est incorporé a 0,25% (p /

p) de la concentration final.

Annexe 06

Composition des milieux de cultures pour un litre de I’eau distillée

e Milieu GN (gélose agar)

Tryptone.........coovvveiviinn... 5g
Extrait de viande ................. lg
Extrait de levure ..........c.......... 2g
Chlorure de sodium.............. 5¢g

Agar agar bactériologique ......12¢g

e Milieu PCA (Plate Count Agar)

Peptone de viande ou de gélatine ............................ S5g
Extraitde levure............oooiiiiiiiiiiiiii 2.5¢
GIUCOSC. ..ttt 1gpH:7

AGAr-agar......ooviiuiiii i 159



e Milieu Sabauraud

Peptone de viande.....................ooni S5¢g
Peptone de caséine...................oooeini 5¢
GIUCOSE...eeeevieeciie ettt e e 20g
AT oo 20g

Annexe 07

Résultats d’études statistique

Sans titre - Ajuster Y en fonction de X de Colonne 2 par Colonne 1 Page 18 de 51

AMOVA & un factsur de Colenne 2 en foncton de Colenns 1
Comparalsons de MOoysnnes
Comparalsons pour toutes les palres en utilsant s HSD de Tukey-Kramer
Matrice des ssulls des différences las moelns slgnificatives

Az Dil- 20D
E.coll hulle enrichieT00 Wl skaph hule snichle 300 Ul saph hule enichle S0

Les valeurs positives monbent des palnes de moyennes gul sont
signfcabvement diftnentes.

Rapport de connexlon de letires

M ey MOy e
Ecol Fealle enrichieT 00 wl A 7.0000000
staph hulls enrichie 3000 wl A 7.0000000
staph hulle enrichie 500 wl A 7.0000000
staph hulls enrichie 700 wl A 7.0000000
staph halls 700 ol A 7.0000000
staph halls snrichie 300 wl A 7.0000000
badlius cerews hule ennchle TOO W A 70000000
baclius cerews hule enichieTo0 o M 70000000
baclius subtlls Fulle 700 w M 70000000
baclius subllls Fulle snrichie 300 W A 70000000
baclius subllls Fulle snrichie SO0 W A 7, 0000000
staph halls ennchie SO0 ul [ 7, 0000000
baclius subltlls Falle snrichie700 uwl A 7, 0000000
Excol Fulle sorichie 300 w [ 7, 0000000
Ecoll Pl SO0 ul M 70000000
Ecoll Fealie 700 ul M 70000000
Ecoll Faulie snrichie 500 wl M 70000000
staph halle ennchie 700 ul M 70000000
K Fneumoniase halls snnchie ™00 o A 70000000
baclius cerews hules 700 ul B E,5200000
K Fneumoniase halls ennchie S00 ul e &,3000000
baclius cerews hule ennchie SO0 ul u] =, 8800000
baclius subtlls Fualie S00 ul u] =, 8800000
K Fneumonkse hall= 700 ol E = 7200000
baclius cerews hules snnchle 200 ul F = 5200000
badliu subdis hule 300 W F = 5200000
staph hall= SO0 ol L] =,3000000
K Fneumonkse halls SO0 ol H =, 2000000
baclius cerews huls SO0 ul I =, 0500000
staph hall= 300 i J 4, T20000d
K Fneumoniae hulls enrichis 300 ol K 4. 700000
baclius cerews hule 200 ul L 4, 5700000
K Fneumonkse hall= 300 ol [ 4. 5800000
E-coill Tl 300 il L] 4. 4300000

L= ARvEaUE Nom connechis par b mdme adne sont amement
et



Annexe 07

Niveau

C albicans huile enrichie 300 ul A
C albicans huile enrichie 500 ul A
C albicans huile enrichie700 ul A

C albicans huile 700 ul B

A. niger huile enrichie700 ul C
A. niger huile enrichie 500 ul D
A. niger huile enrichie 500 ul D

C albicans huile 500 ul

A. niger huile enrichie 300 ul
A. niger huile enrichie 300 ul
C albicans huile 300 ul

A. niger huile 700 ul

. niger huile 500 ul

. niger huile 500 ul

. niger huile 300 ul

. niger huile 300 ul

> > > > >

. niger huile 300 ul

H
H

Moyenne
7,0000000
7,0000000
7,0000000
6,3900000
6,0000000
5,8500000
5,8500000
5,7400000
5,6200000
5,6200000
5,6100000
5,5600000
5,3100000
5,2950000

I15,2500000
I15,2500000
I 5,2500000



Résumé

Cette étude a été faite en deux parties, la premiére consiste a déterminer la qualité de
I’huile d’oléastre de la région Khelil de la wilaya de Béjaia. Des tests physico-chimiques ont
été réalisés sur cette huile d’oléastre pure ainsi que I’huile enrichie par le romarin comprenant :
I’acidité libre, I’indice de peroxyde, 1’absorbance dans ’'UV (K232, K270) et un dosage de
pigments. D’aprés les normes de COIl 2019 et les resultats obtenus ; des indices nous ont
permis de classer 1’huile dans la catégorie « extra-vierge ». Le taux en pigments de cette huile
est faible et elle présente un rapport chlorophylle/caroténoides inferieur a 1’unité. La seconde
partie de cette étude concerne la détermination de 1’activité antimicrobienne in vitro de cette
huile et le potentiel synergique de cette derniére enrichie par la plante médicinale
(Rosmarinus officinalis). Les résultats obtenus montrent une amélioration d’activité apres
enrichissement vis-a-vis des souches testés, une activité avec un effet bactéricide a été
remarqué a 1’égard de : Escherichia coli, SARM, Bacillus subtilis et Candida albicans.
Mots-clés : huile d’oléastre, Rosmarinus officinalis, paramétres de qualité, enrichissement,
activité antimicrobienne.

Abstract
This study was made in two parts, the first consists in determining the quality of
oleaster oil from the Khelil region of city Bejaia. Physico-chemical tests were carried out on
the pure oleaster oil as well as the oil enriched with rosemary comprising: free acidity,
peroxide index, UV absorbance (K232, K270) and determination pigments. According to
COI2019 standards and the results obtained; clues allowed us to classify the oil in the “extra-
virgin” category. The pigment content of this oil was low and it has a chlorophyll/carotenoid
ratio of less than one. The second part of this study concerns the determination of the in vitro
antimicrobial activity of this oil and the synergistic potential of the latter enriched by the
medicinal plant (Rosmarinus officinalis). The results obtained show an improvement in
activity after enrichment with respect to the strains tested, an activity with a bactericidal effect

was noticed with regard to: Escherichia coli, SARM, Bacillus subtilis and Candida albicans.

Key words: oleaster oil, Rosmarinus officinalis, quality parameter, enrichment, antimicrobial

activity.
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