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Résume

L’objectif de notre travail est I’étude des activités biologique antioxydant, anti-
inflammatoires, anticoagulant, anti hémolyse et antibactérienne des polysaccharides
hydrosolubles noyaux d’olives (PNOH) et polysaccharide alcalisolubles noyaux d’olives 0,5M
(PNOA 0,5) , polysaccharide alcalisolubles noyaux d’olives 4M (PNOA 4M) des noyaux
d’olives récoltée dans la région de EL-OUED. Les rendement massique des extraits des
polysaccharides sont PNOH (0,53%), PNOA 0,5M(4,346%), PNOA 4M(28,04%). Les teneurs
en oses totaux sont des PNOH(12,14%), PNOA 0,5M(2,4%), PNOA 4M(0,6%). Les protéines

représentent faible teneurs se situant entre (0,28%) et (0,36%).

L’activité anticoagulante de fraction testées le temps de TCK sont de PNOH(34,75s),
PNOA 0,5M(34,5s) et PNOA 4M (35,5s). Le suivie des tests d’activité antioxydant en trois test
défirent : DPPH obtenir PNOH (7,61%), PNOA 0,5M (0,51%) , PNOA 4M (0,76%) et possede
forte activité dans le test FRAP obtenir PNOH(95,94%), PNOA 0,5M(95,93%), PNOA
4M(96,04%) et test B-caroténe obtenir moyenne activité PNOH(35,54%), PNOAO,5M(39,79%),
PNOA 4M(41,9%) . Tous les extrait PNOH, PNOA 0,5M, PNOA4M possédent un fort activité
anti inflammatoire et activité anti hémolyse possede un forte activité par PNOA 0,5M(77,84%) .

Mais dernier activité anti-bactéries ne pas présenter dans extrait.

Mots clés : polysaccharides, noyaux d’olives, Chemlal, activités biologique, valorisation.



uadlall

Al alcaey SULENYT slian g 5208 sliaad) Laladl) dulyn 5 padaiul sa blee (e Cangll
G5l o el 8 olsdll AL Gl e Lyl sliad) astsadl Lalaally adll Dladl
AW @LSUI(PNOAD,5M) 0.505u (sl gl (3 glsill AL @l ,Sull(PNOH)
S 3snyall ¢ (salsl dilaie b lasbias S S sl (gl (PNOAAM)AcLl 3 olsil
PNOAQ.5M(4.346%) (PNOH(0,53%)slll & olsill allall b Sallsads Sl lialiiall
PNOH(12.14%) & galiiue IS 3 400 @lySull 48 culS a3l .PNOA4M(28.04%):
(0.28%) (e sl Aumiiio ligivee lisigpll Jisi .PNOA4M(0.6%)PNOAD. SM(2.4%).

.(0,36%) 5

PNOAQ.5 5 PNOH(34.75s) sTCKdy b ojlial & (g3l gjall fiaall sliadl) Jalal)
ED 50V Chaliae Bl cfjlidl) daie 2 LS .PNOA4(35.5s) 5(34.55)
PNOA 4(0.51%) s PNOA 0.5(0.76%) (PNOH(7.61%)_le Jsasll & DPPH: )\l
PNOA0.5(95.93%) PNOH(95.94%) le Jsasll SFRAP jlia) b g Ualis el Laiy
PNOH(35.54%) i S bias Gl Tl Alausgia gilis lo Llans L&PNOA4(96.04%)
.PNOA4(41.9%) s PNOA0.5(39.79%):

bl slias (568 Llis e PNOA4 (PNOAQ.5 (PNOH cilialiiual auea (ggias
Llas Al o) oSls. PNOAQ.5(77.84%) palaivall b (o5 dalis 4l oIS pal) Py sl Ll

&53 ¢ z\.::;jl}:\.\l\ Galiall ¢ Plad « ujlf‘)l\ E\j& ¢ &L\\:DS.HJ\ Lac :\.;\Aw\ Cilalsl)



Abstract

The objective of our works the study of antioxidant, anti-inflammatory, anticoagulant,
anti-hemolytic and antibacterial biological activity of water-soluble polysaccharides olives seeds
(PNOH) and alkali-soluble polysaccharides olives seeds 0.5M (PNOAO,5M), alkali-soluble
polysaccharides olives seeds 4M (PNOA4M) of olive pits harvested in the EL-OUED region.
The mass vyields of the polysaccharide extracts are PNOH (0.53%), PNOA 0.5M (4.346%),
PNOA 4M (28.04%). The total ose contents are PNOH (12.14%), PNOA 0.5M (2.4%),
PNOA4M (0.6%). The proteins represent low levels ranging between (0.28%) and (0.36%).

The time-tested fraction anticoagulant activity of TCK are PNOH (34.75s), PNOA 0.5M
(34.55) and PNOA 4M (35.55). The follow-up of antioxidant activity tests in three tests
challenge: DPPH to obtain PNOH (7.61%), PNOA 0.5M (0.51%), PNOA 4M (0.76%) and has
high activity in the FRAP test to obtain PNOH (95.94%), PNOA 0.5M (95.93%), PNOA 4M
(96.04%) and B-carotene test obtain average PNOH activity (35.54%), PNOAO0.5M (39.79%),
PNOA 4M (41.9%) All the extracts PNOH, PNOA 0.5M, PNOA 4M have a strong anti-
inflammatory activity and anti-hemolysis activity has a strong activity by PNOA 0.5M (77.84%).

But last anti-bacteria activity not present in extract.

Keywords: polysaccharides, olive seeds, Chmlal, biological activities, valorization.
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Introduction

INTRODUCTION

L'olivier (Olea europeal.), arbre ancestral profondément ancré dans les civilisations
méditerranéennes et arabo - musulmanes, a toujours constitué¢, de par sa forte charge
emblématique en termes de paix et de prospérite, un facteur d'atténuation des clivages culturels

des peuples du bassin méditerranéenne.

De nos jours, la place de I'oléiculture sur I'échiquier agricole mediterranéen ne cesse de se
raffermir et le rayonnement de ses produits sur le marché mondial des denrées alimentaires ne
fait que sélargir (Mataix et Barbancho., 2006). les produits de l'olivier , aux vertus
nutritionnelles et sanitaires et aux propriétés physicochimiques confirmées , a franchi les
frontieres traditionnelles de consommation pour aller conquérir de nouveaux marchés en

Amérique du Nord , en Asie , au Moyen Orient et en Australie (Loussert et Brousse., 1978 ) .

Par ailleurs, cette plante constitue un théme scientifique qui n'a cessé d'interpeller les
chercheurs dans différents domaines tels que la géographie rurale , la sociologie , I'anthropologie
, I'économie , I'écologie , la médecine , I'agronomie , la biologie et la génétique (Claridge et
Walton., 1992).

Actuellement, l'oléiculture a suscité un intérét particulier a I'échelle mondiale, mais aussi
au niveau d'autres continents notamment americain et australien (Cuneo et Leishman.,2006,
Binetet al., 2007).

Dans le bassin méditerranéen, 1’olivier (Olea europea.L) constitue une essence fruitiere
principale, tant par le nombre de variétés cultivées quepar 1I’importance socio-économique de sa
culture et de son réle environnemental. (Gomes et al.,2012), ont indiqué 1’existence de plus 805
millions d’oliviers dans le monde entier dont 98% sont concentrés sur le pourtour méditerranéen.
En fait, le patrimoine génétique oléicole mondial est tres riche en variétés. Il est constitué par

plus de 2,600 variétés différentes(Muzzalupo et al., 2014).

L’olivier est de longue date connu en Algérie, il aurait été importé par les phéniciens puis
développé par les berbéres. Notre verger oléicole comprend une diversité variétale répartie sur
ses différentes régions oléicoles. Elle représente la culture fruitiére la plus répandue; et couvre
24% de la surface agricole utilisée soit 234 177 ha répartis notamment sur les zones Est et
Centre-Est du pays, en particulier Bejaia, TiziOuzou, Bouira, Bordj-Bourreridj, Sétif, Ouedsouf

et Jijel, qui représentent ensemble 69% de la superficie totale de I'oléiculture (Boukhari. ,2014).



Introduction

Les polysaccharides sont des biopolymeéres organiques naturelle largement présente chez
les animaux, les plantes et les microorganismes. Récemment, les polysaccharides ont attiré une
attention considérable en raison de leur utilisation répandue dans des domaines industriels tels
que les produits alimentaires et pharmaceutiques (Song et al .,2019; Mirzadeh., 2019).lIs
représentent les candidats les plus attractifs pour les applications biomédicales a cause de leurs
propriétés physicochimiques exceptionnelles, de leur biocompatibilité, et al de leur
biodégradabilité et de leur no toxicité (Salama et al ., 2020) .

Les polysaccharides végétaux sont devenus une classe importante de produits naturels
bioactifs et largement utilisés dans les produits pharmaceutiques et les biomatériaux. lls possede
en diverses activités biologiques, telles que les effets immun stimulateurs, antioxydants, anti-
inflammatoires, antiviraux, anti tumoraux, radio protecteurs, hépato protecteurs et antifatigue
(Lukovaetal ., 2017)

L’objectif de notre travail est l'extraction et la caractérisation physico-chimique des
polysaccharides des noyaux des d'olive variété Chemlal évaluer et valoriser leurs activités

biologiques. Ce document est présenté selon le plan suivant et qui comprend :
e Partie Bibliographique
Chapitre 01: Généralité sur l'olive et la caractérisation physico-chimique des noyaux de olives,

Chapitre 02: Généralités sur les polysaccharides, leur composition chimique et utilisations avec
des généralités sur les polysaccharides et leur intérét et leur role.

e Partie Pratique

Chapitre 01: la méthodologie d’extraction, la caractérisation et I'évaluation de quelques activités
biologiques des polysaccharides hydrosolubles et alcali solubles des noyaux d'olive de cultivars
Chemlal.

Chapitre 02: les principaux résultats obtenus avec la discussion et enfin une conclusion générale.
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I.1. Historique et origine :

L’olivier a une origine tres ancienne son apparition et sa culture remonterait a la
préhistoire(Viila.,2006).De tout temps I’olivier a été associé a des vertus telles que la sagesse, la

paix, la victoire, la richesse et la fidélité(Besnardetberville. ,2005).

Olea europaea est une espece domestiquée de l'oléastre, plante endémique de la zone
méditerranéenne connue depuis 50 000 ans, arrivé e d’Asie en passant par la Gréce antique et
Lemoyne-orient (Syrie, Palestine)(Fouine et Sarfati.,2002; Bedgaoui et Bensalem,
2012).D'apres I origine de I’olivier reste toujours incertaine,mais le plus fréquemment retenue

désigne la Syrie et I'lran comme lieux origine (Besnard et Berville. ,2005).

En Islam, l'olivier symbolise la présence du prophéte. Grace a cet arbre béni, I'humanité
dispose de la lumiere que fait naitre la lampe a huile, cette lueur divine qui rapproche les
hommes d'Allah. On y retrouve cette évocation dans la vingt-quatrieme sourate du Coran, verset
35 «Allah est la lumiéere des cieux et de la terre. Sa lumiere est semblable a celle d'une lampe
allumée grace a un arbre béni, un olivier dont I'nuile éclairerait méme si nul feu ne le
touchait(Henry.,2003).

En Afrique du Nord, la culture de I'olivier existait déja avant l'arrivée des romains, car les
berbéres savaient greffer les oléastres (Camps-fabrer, 1953). Cependant, les romains ont permis
I'extension des champs aux régions plus arides, considérées jusqu'alors comme peu propices a
cette culture. C'est le cas de la région de Sufetula, l'actuelle Sbheibla en Tunisie(Barbery et
Delhoune., 1982). De plus, une foule de mosaiques trouvee en Tunisie et en Algérie témoigne de
I'importance de l'olivier dans la civilisation romaine(Camps-fabrer,1953). La colonisation
francaise a contribué a I'extension de l'oléiculture en Afrique du Nord, telles que I'oliveraie de
Sfax en Tunisie, de Sig en Algérie(Mendil et Sabri ., 2006) et des oliveraies entre Meknes et

Fez, au Maroc(Loussert et Brousse.,1978).

En Algeérie les hommes du néolithique au sein du tassili ont su conserver cette histoire
avec des gravures rupestres sur les rochers, ces dessins représentent des hommes couronnés de

rameaux d'olive et cela remonte de 5000 a 2500 avant J.C.(Eihachemil.,2010).
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1.2. Classification botanique d’olivier :

L’olivier fait partie de la famille des Oléacées. Le naturaliste suédois Carl Von Linné a
regroupé au XVlIlle siécle les variétés d’olivier sous le genre d’Olea comportant diverses especes
parmi lesquelles seule Oleaeuropaeal. porte des fruits comestibles et qui se subdivise en trois
grandes sous-espéces (Ghout et Hadjam., 2013): Euroméditerrane, La Perrin et Cuspidata. La

sous- espéece Euromediterranea se subdiviserait en deux grands groupes :
-L’oléastre : ou olivier sauvage (Oleaeuropaeavar.oleaster).
-L’olivier cultivé : ou olivier domestique (Oleaeuropaeavar.sativa).

Tableau 1:La classification botanique de I’olivier(Guignard., 2004):

E e ==

Sous-embranchement Angiospermes
Classe Eudicotyledones
Sous-classe Asteridees
Ordre Lamiales
Famille Oléacées

Genre Olea

Espéce Oleaeuropéa

La famille des oléacées comporte environ 30 genres et 600 especes. L’espéce Olea
europaea a longtemps été subdivisée en deux sous-especes, Olea europaea var. Europeaea pour
I’olivier domestique, et Olea europaea var sylvestrispour [1’oléastre, ou olivier
sauvage(Guignard et al. ,2004; Tourteet al. ,2005).

1.3.Répartition géographique de I'Olivier:
1.3.1.Répartition géographique en le monde :

La zone naturelle de répartition géographique de 1’olivier dansle monde se situe
principalement entre le 26e et le 45e degré de latitude nord et sud (Fig :01), ce qui explique son
introduction avec succés en Chine, au Japon, aux Etats Unis (Californie), et au Mexique pour
I’hémisphére nord, en Australie, en Afrique du Sud et dans divers pays de I’ Amérique du Sud
pour ’hémisphére Sud (Aouidi., 2012).



CHAPITREI Généralité sur I'olive

FigureOl : Zone de répartition géographique de la culture de I'olivier dans le monde (Pagnol.,
1996)

On compte actuellement plus de 900 millions d'oliviers cultivés a travers le monde, mais
le bassin méditerranéen est resté sa terre de prédilection, avec pres de 95% des oliveraies

mondiales (Ghalmirym., 2012).

Figure02: Répartition des oliviers dans la région mediterranéenne (Argenson., 2008)

L’oléiculture joue un role prépondérant dans cette région tant sur le plan agro

économique, que social et environnemental (Nasales.,2006).

La surface oléicole mondiale est estimée a 8. 600 000 ha pour une production d’environ 17,3
millions de tonnes d’olives, sur laquelle sont plantés plus de 800 millions d’oliviers. Les quatre
premiers pays producteurs (Espagne, Italie, Gréce et Turquie) représentent 80% de la production
mondiale d’olives et les dix premiers, tous situés dans la zone méditerranéenne
(Argenson.,2008).

1.3.2. Répartition géographique en Algérie :

L’oléiculture représente la culture fruitiere la plus répondue en Algérie. C’est I’'un des

pays du bassin méditerranéen dont les conditions climatiques favorisent la culture de I’olivier. Il
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ne faut pas oublier que méme pendant la période coloniale, 1’oléiculture était une filiere

totalement algérienne(Ait mouloud., 2014).

L’oléiculture  algérienne est constituée d’environ 32  millions d’arbres
(Bensemmane.,2009; Mendil., 2009) , répartie sur une superficie d’environ 328.884 hectares
(Fao.,2013),so0it 34,09% du verger arboricole national L’olivier, de par ses fonctions multiples
de lutte contre 1’érosion, de valorisation des terres agricoles et de fixation des populations dans
les zones de montagne, s’étend sur tout le territoire national. D’aprés Chaux in (Sekoura.,2012),

il se concentre notamment dans trois principales zones(Siouda et Lalami., 2020).
L’oliveraie algérienne se répartit sur trois zones oléicoles importantes :

A) - La zone de la région ouest, représentant 31 400 hectares répartis entre Cinque wilayas:
Tlemcen, Ain Ti mouchent, Mascara, Sidi Belabas et Relizan. Cette zone représente 16,40 du

verger oléicole national (Sekour.,2012).

B) - La zone de la région centrale du pays, de loin la plus importante, couvre une superficie de
110200 hectares répartis entre les wilayas d’Ain Defla, Blida,Boumerdés, TiziOuzou, Bouira et
Bejaia : cette zone représente 57.5 du verger oléicole national. La région de centre, Kabylie
(Bouira , Bejaia et Tizi-Ouzou) détient a elle seule pres de 44e la superficie oléicole nationale, il
s’agit surtout des vergers extensifs situés sur des sols a Forte déclivité, ce qui constitue une

contrainte a tout recours a I’intensification(Sekour., 2012).

C) - La zone de la région Est, est représentée par des oliveraies de 49900 hectares, donc 26,1 du
patrimoine national, et répartis entre les wilayas de Jijel-Skikda-Mila et Guelma (Sekour.,2012).

En effet la production nationale d’huile d’olive est estimée a 28.595 t/an et ne couvre
qu’environ 30 a 40 % des besoins nationaux en huile végétale alimentaire fluide, tandis que la

production d’olives de table est estimée a 72.920 t/an(Oudina et Baziz.,2017).

1.3.3.Répartition géographique en Sud de I’Algérie :

La superficie oléicole commengait, depuis plus d’une quinzained’années, a évoluer a la
faveur des réformes qu'a connues le secteur de [’agriculture, en plusde 1’engouement des
agriculteurs pour cette filiere stratégique, ce qui a permis d’atteindre, en 2015,une superficie de
12.973 hectares répartis sur le territoire de différentes wilayas du Sud <notamment Biskra, El-

Oued, Ghardaia, Laghouat, Bechar et Ouargla.
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Durant la méme année, la production oléicole en zones sahariennes, qui totalisent un
effectif de 3.409.308 oliviers, dont 1673619 productifs.

La wilaya de Biskra occupe le premier rang avec une superficie implantée de 4.245 ha,
soit un taux 33 % de la superficie totale au Sud, suivie de la wilaya d'EI-Oued pour la campagne
2014 estimée a 2 913 ha avec un effectif total de 1098629 arbres dont 502500 en rapport. Avec
3.000ha (23 %) pour la compagne de 2015 et la wilaya de Laghouat en troisieme position avec
une superficie de 2.082 ha (16 %), selon le CDARS. (Bekkari et Gui .,2019).

1.4. Définition Olive :

L’olive est appelé drupe botaniquement, de couleur verte au début et devenant
généralement noiratre pourpre a pleine maturité. Quelques variétés sont vertes méme a maturité,
et certaines virent au brun cuivré. Les olives sont constituées d'un carpelle et la paroi de I'ovaire
présente des parties charnues et seches. La peau (exo carpe) est exempte de poils et contient des
stomates. La chair (mésocarpe) est le tissu que I'on mange et la fosse (endocarpe) renferme la
graine. La taille, la forme, la teneur en huile et le golt des cultivars d’olivier varient
considérablement. Les olives crues contiennent un alcaloide qui les rend ameéres et désagréables.
Quelques variétés sont suffisamment sucrées pour étre consommeées aprés un séchage au
soleil(Rabiei., 2012).

I.5. Caractéristiques morphologiques de Iolivier :

L'olivier est une espece vivace a feuillage persistant dont la croissance est rythmée dans
les régions tempérées, il se distinguant par sa pérennité et sa grande longévité. Aussi, il est réputé
pour sa grande rusticité et sa plasticité lui permettant de se développer dans différentes
conditions environnementales. Il n’est pas rare de voir de vieux oliviers dépasser 15 a 20 meétres

de hauteur, avec un tronc de 1,5 a 2 métre de diametre (Abdessamed., 2017).

A - Arbre:

L’olivier cultivé est un arbre toujours vert grace a ses feuilles persistantes. Le port et la
forme de Dl’arbre sont des caractéristiques variétales mais leur développement dépend des
conditions climatiques, de la qualité du sol et des techniques culturales(Trigui., 1983).caracteres
retenus pour la description de 1’arbre sont le port (retombant, étalé, dressé), la densité de
feuillage compacte et la longueur des entrenceuds qui peut €tre courte, moyenne ou longue.
I’olivier est régulier et lisse, généra Les : La vigueur (Fai qui blé, moyenne ou élevée), est

qualifiée de lache, moyenne ou Le tronc de le ment de couleur grise et devient irrégulier,

10
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rugueux et tortueux lorsqu’il est dans la force de son age(Coi,1997; Barranco et al .,2000 ;
Villa., 2003 ).

Figure 03 : Arbre d’olivier cultivé(Latef.,2018)

B — Systéme des racines :

Le développement du systéeme racinaire de I’arbre dépend des caractéristiques
physicochimiques du sol, sa profondeur, sa texture et sa structure. Le jeune plant issu de semi
développe une racine pivotante. A I'état adulte, l'olivier présente deux trois racines pivotantes qui
s'enfoncent profondément et de celles-ci, part un systeme racinaire peu profond a développement
latéral, qui donne naissance a des racines secondaires et des radicelles pouvant explorer une
surface de sol considérable(Kasraoui., 2010).Ce réseau de racines forme une souche ligneuse ;
appelée la « matte », qui va permettre de puiser tres grande quantité dans le sol. (Loussert et
Brousse.,1978).

C - System aérienne :

C.1. Le tronc : sur les jeunes arbres, le tronc est droit et circulaire puis il se déforme, au fur et a
mesure de leur vieillissement, pour donner naissance a des « cordes » ( zones successives de
dépressions donnant au tronc un aspect, tourmenté, caractéristique de 1’olivier). Ce dernier se

développe en:

Des charpentieres: composées de charpentiéres maitresse et sous-charpentiéres; des branches :
trois sortes: branches a bois, branches a fruits et branches mixtes(Gharabi., 2019).

11
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Figure04: le tronc d'olivier(Latef.,2018)

C.2. Les feuilles : la feuille de I’olivier est simple, entic¢re, a pétiole court et a limbe lancéolé qui
se termine par un mucron. Les feuilles sont opposées et persistantes, leur durée de vie est de
I’ordre de 3 ans. Elles possédent des formes et des dimensions trés variables suivant les variétes.
Elles peuvent étre ovales, ovales oblongues, lancéolées et parfois presque linéaires. Les

dimensions peuvent varier de 3a 8 cm de long et de 1 a 1,25 cm de large( Abdessamed., 2019).

Figure05:Feuilles de I'oliviers (Breton et Berville., 2012) .

C.3. Les fleurs : les fleurs d’oliviers sont groupées en inflorescence comportant un nombre de
fleurs, variables d’un cultivar a un autre de 10 a plus de 40 par grappe en moyenne. Les fleurs

individuelles peuvent étre hermaphrodites ou staminées(Loussert et Brousse., 1978)

Figure06 : Les fleurs d’olivier ( Haddou., 2017 )

12
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C.4. Le fruit: le fruit est une petite drupe ovoide, noir violacé a maturité, riche en huile :trois
parties :

Epicarpe(peau): recouverte d’une matiére cireuse imperméable a I’eau (la pruine). Le
changement de couleur est di a une oxydation effectuée par des phénol oxydases (Loussert et
Brousse.,1978).

Meésocarpe(pulpe) : charnue et riche en matiére grasse stockée durant la lipogenése de la fin
d’aout jusqu’a la véraison(Loussert et Brousse.,1978).

Endocarpe(peau): osseux trés dur, formé d’une enveloppe qui se sclérifie 1’été (a partir de la fin
juillet) et contient une amande avec ovaires, dont I’un est généralement stérile et non fonctionnel
cette graine produit un embryon, qui donnera un nouvel olivier si les conditions sont
favorable(Gharabi., 2019).

LE FRUIT DE L'OLIVIER = L'OLIVE

Ovaire stérile

'/ \ 1 o
""“"""ﬁ i; plantute ?/:i;
:'. .J / :-;" fv,'\";
N/ P -
e albumen

_—~bulpe

Coupe longitudinale Coupe transversale

Figure 07: composition du fruit d'olive (Kabotet Saad.,2020)

1.6.La principale variété olive en Algérie:

Classification des variétés d’olivaies: on distingue les différentes variétés d'olives en fonction

de la destination finale du fruit, soit en 3 typologies:

A. Les olives a huile : Leur production doit étre constante et garantir une bonne rentabilité en

termes de quantité et de qualité d'huile (Villa.,2003).

B. Les olives de table : Elles impliquent une certaine grosseur du fruit et un contenu riche en
pulpe et en noyau mais faible en huile(Villa.,2003) .

C. Les olives mixtes : Elles présentent des propriétés a cheval entre les deux groupes, en

fonction du moment de sa récolte et de son adaptation a la zone de culture, on destine le fruit soit

13
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a la table (une fois la taille adéquate atteinte) soit a I'extraction de I'huile(Oudina., et Baziz.,A
2017).

Tableau02 : Principales variétés d’oliviers cultivées en Algérie : Orientation variétales de

I’olivier en Algérie (Loussert et Brousse., 1998).

Chemlal Centre algérien Huile Huile tres appréciée résiste en
Kabylie culture seche,

inconvénients :autostérile,floraison

tardive.
Sigoise Ouest  algérien Table+ Huile | Tres estimée pour la conservation
(Oranie,tlemcen) et I’huilerie, rendement élevé en

huile, variété auto fertile.

Azeraadj Centre algérien Table+ Huile  Trés bon pollinisateur de chemlal

Bouchouk Centre algérien Table+ Huile | Intéressante pour la région de

la fayette bougaa

Bouricha Est algérien Huile Cultivée dans les régions a fort
(Collo-Oued El pluviométrie
Kebir)

Aberkane Kabylie Table+ Huile /

Ferkani Tébessa, Aurés Huile Vigueur moyenne, résistante au

froid et & la sécheresse, fruite

moyen de forme allongée .

1.7. Caractéristiques de la variété Chemlal :

Cette variété est cultivée essentiellement en grande Kabylie ou elle occupe une place
important dans I’économie de la région. Elle représente environ 40 % des oliviers cultivés en

Algérie. Il ne s’agit pas d’une variété mais probablement d’une population, car il existe
Plusieurs types de Chemlal :

- Chemlal de TiziOuzou.
-Chemlal précoce de Tazmalt.

- Petite Chemlal pendante.
14
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-Chemlal de 1’Oued Aissa.
-Chemlal Blanche d’Ali- Chérif.

Les arbres sont trés vigoureux, de grande dimension a port sphérique et semi-retombant.
Ses rameaux fruitiers sont longs et souples. Les fruits sont petits d’un poids de 2.5 g et sont
destinés a la production d’huile. Le rendement en huile est de 1’ordre de 18 % a 24

%.(Mouriada., 2014).

Cette variété est reconnue pour étre auto stérile par absence de pollen. En Kabylie, elle se

trouve toujours associée a d’autres variétés qui assurent sa pollinisation. (Mouriada.,2014 ).

1.8.La valeur nutritionnelle de P’olive:

On connait actuellement plus de variétés d’olives cultivées pour la consommation de
table vert ou noir, mais surtout pour son huile riche en acides gras insaturés. Les feuilles
d’olivier ont des propriétés Hypotensives, vasodilatatrices, hypoglycémiantes et d’autres
utilisations médicinales (Meslacet., 2007). A part les valeurs médicinales, 1’olive contient

d’autres éléments comme reporté dans le tableau ci-dessous :

Tableau03 : apport nutritionnel moyen de 100 g d'olive noir (Larabi et Khanous.,2016)

L'élément La concentration
Eau 771%

Calories 103

Protéine 0.99

AcidesGras 119
Carbohydrates 0

VitamineA 180g

VitamineC 0

15
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1.9.Propriétés d'olives:

Depuis des siecles, les olives sont un riche aliment de base dans la zone de la
Méditerranée. De nos jours, les effets benéfiques pour la santé de I'huile d'olive et des feuilles
d'olivier sont également connus dans d'autres parties du monde. Les extraits (de noyaux) d'olives
sont donc de venus des ingrédienté prouvés pour de nombreux produits, en particulier des

médicaments, des complément alimentaires et des produits cosmétiques (Rabiei.,2012).

A - Propriété nutritionnelles:

L'olive présente une forte teneur en calcium et en vitamine A. Par contre, I'huile d'olive

est un stimulant hépatique, elle est conseillée pour les digestions difficiles (Belgelkebir., 2007).

L’huile d’olive contient de 1’acide oléique (de 56 a 83 %), acide qui permet de réduire la
premiére cause de mortalité : les maladies cardio-vasculaires. Elle contient également de 1’acide
linoleique (Oméga 6) a méme taux de concentration que dans le lait maternel. Les Omega 3 et 6
sont des acides gras essentiels que nous ne produisons pas nous-mémes et que Nnous ne pouvons-
nous procurer qu’a travers notre alimentation. Attention cependant aux doses excessives puisque
les Oméga 6 doivent étre toujours pensés en équilibre avec les Oméga 3, que nous ne
consommons que trop peu. De plus, I’huile d’olive a des propriétés anti-oxydantes (vitamine E,C
et poly phénols) qui permettent d’avoir une action préventive face aux cancers puisque ces
propriétés favorisent une anticipation du vieillissement des cellules. Si vous faites chauffer de
I’huile, sachez qu’a plus de 210°C elle devient cancérigéne ; si votre huile fume, il faut donc la
jeter(Malvina., 2017).

B- Propriété de la fleur d’olivier:

Sachez que seulement 1 fleur sur 20 devient une olive. Les fleurs d’olivier peuvent
également étre utilisées pour leurs propriétés énergétiques. A consommer séchées et en tisane.
Elles sont anti cancérigenes, nourrissent la peau, peuvent étre utilisées comme laxatif doux, pour

les rhumatismes et sont bonnes pour le cerveau(Malvina.,2017).

1.10.Noyau d'olive:

Est constitué par un noyau fusiforme, tres dur. Sa forme et sa dimension varient suivant la
variété. Ainsi, la morphologie du noyau permet de caractériser et d'identifier les cultivars
d'olivier (Barranco et Rallo., 1984). L'endocarpe est formé de deux types de cellules :
I'enveloppe qui se sclérifie 1'été a partir de fin juillet et de I'aman don a l'intérieur du noyau, il

contient deux ovaires dont l'un stérile et le second produit un embryon(Saad.,2009).
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Le noyau d’olive est issu de la séparation de la coque du grignon d’olive rejeté lors de la
trituration de I’olive par une huilerie moderne. D’aprés 1’analyse chimique du noyau d’olive,
cette matiere est composée principalement de cellulose (40.2%), la lignine (24.21%),
hémicellulose (20.19%), les cendres (1.62%) et une quantité de matiéres grasses (1.2%)
(Djadouf et al., 2019).

PhotoO1: noyaux d'olives

1.11.Poudre de noyaux d'olive :

La poudre de noyaux d'olives est le résultat d'un traitement complexe des résidus de la
fabrication de I'huile d'olive. Pour produire I'huile d'olive, l'olive est toujours pressée
entierement, c'est-a-dire avec le noyau. Les résidus dégraissés (grignons d'olives) encore
humides sont ensuite traités a I'aide de machines spéciales. Durant une étape de centrifugation,
les noyaux d'olives broyes sont séparés de la pulpe et des restes de pelure savant d'étre
mécaniquement nettoyes, séchés et filtrés. Le résultat: des granulés beige clair, quasiment sans
odeur, sans résidus de poussiére et de fruits. Ensuite, il est possible de procéder a la

micronisation pour produire des granulés de haute qualité et de la poudre (Meslaycet .,2007).

A —Utilisations des noyaux d’olives au cosmétique et la sante :

Dans les produits cosmétiques et ménagers, les poudres de noyaux d'olives constituent
une alternative durable au micro plastique ,ont une utilités essentiellement par rapport aux autres
granulés naturels en bois, malis, cellulose, silicone, pierres ponces et autres. La stabilité et la
dureté des particules permet une efficacités améliorée: en particulier pour les applications avec
effet d'usure (abrasif) (peelings / pates pour le lavage des mains / produits nettoyants), notre
granulé de noyaux d'olives peut atteindre I'effet souhaité avec en moyenne 5 % de matériaux en
moins (Bzlkebir., 2007).
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En ce qui concerne les applications alimentaires, les poudres de noyaux d'olives
fournissent beaucoup de glucides (saccharose, glucose, fructose, pectine, xylose, mannitol et
myo-inositol) ainsi que des fibres faciles a digérer (cellulose, hémicellulose et lignine) (Rabiel.,
2012).

D'autre part, la poudre de noyaux d'olives constitue une alternative végétale et sans
substance nocive a la farine de poisson, a la farine d'os et aux autres ingrédients animaux dans la
nourriture pour animaux végétarien. Les avantages alimentaires des olives sont une contribution

précieuse a la santé des animaux et des humains(Rabiei ., 2012).

B-Poudre de noyaux d'olives pour différentes applications industrielles :

Dans le cadre des applications en science des matériaux, le granulé de noyaux d'olives
constitue une matiére de remplissage appréciée pour la céramique, les revétements, les matériaux
composites, le polymére, l'asphalte et le bitume. Les avantages résultent non seulement de
l'augmentation de la part de biomatériaux mais aussi des propriétés réactives et de la fonction de
la poudre / du granulé en tant qu'agent liant et structurant. La poudre de noyaux d'olives peut étre
facilement colorée et il a été démontré qu'elle améliore la résistance, la résistance a la traction et

a la flexion ainsi que la durée de vie de matériaux variés(Rabiei.,2012).
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Chapiter 11 Généralités sur les polysaccharides

I1.1.Définition :
Les polysaccharides sont des polymeéres d'unités mono saccharidiques, et leur nombre et

leur degré de polymérisation varient selon la source(Djabali et al.,2016 ).

Les glucides ou saccharides sont des composés énergétiques essentiels pour tous les
organismes vivants(animaux, veégétaux, microorganismes).Les éléments les plus importants du
stockage et de la transmission de I'énergie(Percheron et al.,1981 / Voet et Voet., 2005).
11.2.Classification du polysaccharide:

Les polysaccharides peuvent étre classes selon : leur origine c¢’est-a-dire animal ou
végétal, leur structure, leur nature soit de réserve ou de structure.

11.2.1. Selon la structure :

La classification chimique permet de distinguer deux grands types de polysaccharides :

11.2.1.1. Homopolysaccharides:

Ne comportent qu’un seul type de monosaccharides (homogene) :

Les glucanes sont des monomeéres de D-glucose.
Les galactanes sont des monomeres de D- galactose.
Les xylanes sont des monomeéres de D-xylose.

Les chitosanes sont des monomeres de D-glucosamine.(Moussard., 2006).

11.2.1.2. Hétéropolysaccharides :

Les hétéropolysaccharides sont généralement formés que de quelques types de
monosaccharides qui alternent selon une séquence répétitive. Ces hétéroglycanes renferment
deux groupes différents sont : les polysaccharides neutres et polysaccharides acides (Voet et
Voet., 2005).

11.2.2.Selon P’origine :

11.2.2.1. Polysaccharides animaux :

Les polysaccharides animaux appartiennent a la famille des glycosaminoglycane et sont
issus des protéoglycanes Ces polymeéres sont soit impliqués dans la structure des tissus
conjonctifs soit dans des mécanismes de communication cellulaires via leur

propriétéfonctionnelles (héparine et héparane sulfate). (Delattre., 2005)
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e Glycogene :

Le glycogéne est un homopolysaccharide de réserve utilisé comme source de carbone et
d'énergie pour les animaux et les bactéries(Jerome et al .,2004). Le glycogéne est un polymere
ne contenant qu’un seul type de monomere (le glucose) la plupart de sucre élémentaires d’une

molécule de glycogene sont unis entre eux par des liaisons glycosidiquesa(1---4 ) fig(8)(

Gerald., 2010).
LOﬁA
HO HO
O
R e,
OH HO OH o HO OJ\‘J\r

OH
7-11

Figure 08 : structure du glycogene (Pal et al ; 2015)

e Acide hyaluronique :

L'acide hyaluronique qui appartient a la famille des glycosaminoglycanes, est produit par
Union 250 a 25 000 unités di saccharidiques, composées de dimeres acides. L'acide glucuronique
et la N-acétyle-glucosamine sont alternativement liés par des liaisonsp-glycosidiques (1-3) et
B(1-4). (Necas et al ., 2008 )

e Héparine:

L'héparine est un polysaccharide linéaire hautement sulfaté contenant principalement une
unité disaccharidique repétée (a-D-glucosamine en alternance avec de l'acide a-L-iduronique)
(Souza et al ., 2015). Il est retrouvé dans des grains de secrétion de cellules présentes a la

surface vasculaire et abondante dans les poumons le foie et la peau. (Hennen., 2006).

cu,oso CHy oso, CH o,oJ co cw,oso,
£—0
/ CO /co, \
\OM / \ON ( \ ,1 ) 0
NT\SO, 080, HNSO, OH HNSO; HWNAC
GieN IdUA GieN IoUA GleN GicUA GlcNAc
sulfatéo sullatée sultatée suitatee

Figure 09 : Structure de I’héparine (Malledan; 2017)
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11.2.2.2. Polysaccharides végétaux :

Les polysaccharides se trouvent principalement dans des plantes et des algues qui
produisent plus de 90 % des polysaccharides totaux existant sur la terre. Sur la base de leur réle
biologique, ils peuvent étre classés en polysaccharides structuraux, polysaccharides de réserves

d’énergie et en exsudats et mucilages (Didonatoet al., 2015).
e Cellulose :

La cellulose est le polysaccharide le plus abondant dans le monde (Dinoro et al .,2019).
C'est un polymere naturel, renouvelable, biodégradable et biocompatible (Salama., 2019). Elle
est produite par de nombreuses plantes ainsi que par certaines bactéries, champignons, et méme

certains animaux marins par exemple les tuniciers (Tchobanian et al .,2018).

La cellulose est un polymére organique associé a la lignine et a I'némicellulose, qui
forment une couche protectrice ou un bouclier de la cellulose (Mwene-Mbeja et al ., 2019).
C'est un homo-polysaccharide (Zaman et al ., 2019) linéaire composé d’unités anhydroglucose
(B -D-glucopyranose) (Abu-Danso et al .,2019) liées les unes aux autres par des liaisons p 1-4
glucosidiques, chaque deux unités de D-glucopyranose liées entre eux forme une molécule
appelée cellobiose dont I'unité de base du cellulose (Fig 10: ) (Yahia et al ., 2019 ,Chouana.,
2017). Les molécules de cellulose se regroupent pour former des longues chaines qui s’agrégent
en micro-fibrilles partiellement cristallines de quelques nanomeétres de diamétre (Imre et al .,

2018). Ces micro-fibrilles se disposent en groupes paralléles appelés fibres (Yahia et al ., 2019)

ol

Figure 10 : Structure de la cellulose ( Yves; 2008 )
e Pectine:

Les pectines sont une classe de polysaccharides hétérogenes trouvés dans les parois
cellulaires de la plante. La pectine commerciale est extraite de citrus, de pomme, ou d'autres
plantes supérieures. Elle est utilisée en tant que stabilisant, épaississant, agent gélifiant,

émulsifiant, et comme véhicule de médicaments dans les industries alimentaires et
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pharmaceutiques. Les structures des pectines varient grandement en raison de ses diverses
sources et methodes d'extraction, mais elles peuvent étre classees en trois catégories en fonction
de caractéristigues communes a savoir homogalacturonane, rhamnogalacturonane-l et

galacturonanes substitués. Fig(11). (Zhang et al., 2015).

HO,C
- HCOL,
OH “o %0 T
: HO OH |n

Figure 11 : Structure pectine (Popa ., 2011)
e Hémicellulose :

Les hémicelluloses constituent un groupe diversifié de polysaccharides pariétaux

insolubles dans 1’eau, mais solubles dans les solutions alcalines (Cosgrove ., 1997).

L'hémicellulose est un polysaccharide hétérogene. L'hémicellulose agit comme une
substance de soutien dans les parois cellulaires. Elles ou ils 1l est facilement décomposé par les
acides en ses monomeéres constitutifs, qui consistent en D-glucose, de D-mannose, de D-
galactose, de D- d'acide 4-O-méthyl-D-glucuronique et de D-galaxie. En raison de ses structures

amorphes, I'hémicellulose a une réaction Supérieur a la cellulose (Ashter ., 2018).

11.2.2.3. Les polysaccharides de réserves :
Les plantes stockent des polysaccharides comme réserve. Les plus importantes de ces
réserves sont les amidons, les fructanes, les mannanes et les galactomannanes.

e Amidon:

L’amidon est une réserve nutritionnelle par les plants et un aliment majeur pour les
animaux, est mélange de glucanes que les plantes synthétisent comme réserve nutritive
principale. On trouve dans le cytoplasme sous forme de granules insolubles constitues d’a-

amylose et de amylopectin(Voet et al ., 2007).
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Glucose Glucose n

a-amylose

Figure 12 : Structure du ’amylose (Voet; 2005 )
e Galactomannanes (GM) :

Les GM sont des polysaccharides de masse moléculaire élevée issus d’endospermes de
graines de certaines le guminosae (appartenant a la famille des Fabaceae) ou ils servent de
réserve de carbone et d'énergie lors de la germination (Prajapatietetal . ,2013). De par leurs

nombreuses propriétés physico-chimiques ils sont abondamment utilisés pour diverses

applications.
CH,OH
HO o « (1-6) -0 - galactose
OH
O
OH (]:H , B(1--+4)-0- mannose
O
» H
OH OH vy
O
0 o)
CH,OH
Figure 13 : Structure de galactomannane(Geeta et al ., 2018 )
e Gomme:

Les gommes sont des produits végétaux glucidiques s‘écoulant soit naturellement, soit a
la suite d'une blessure de I'écorce. Les gommes ont la propriété de gonfler au contact de l'eau et

de former des masses gélatineuses ou des solutions colloidales visqueuses (Marouf et al ;2009).

11.3. Activités biologiques des polysaccharides :

Les polysaccharides sont des macromolécules glucidiques largement distribué dans les

plantes, les animaux et les micro-organismes. Ces dernieres années, un certain nombre de
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polysaccharides ont signalés a avoir une gamme d'effets biologiques, comme I'amélioration de
I'activité immun-modulatrice, I'activité antivirale, l'activité anti-oxydante (DU et al., 2019).

Les polysaccharides varient en fonction de leurs caractéristiques structurelles telles que le
type moléculaire, la taille, le rapport des monosaccharides (Venkatesan et al., 2019).

11.3.1. Activité anticoagulante :

Les anticoagulants sont utilisés pour la prévention et le traitement d’événements
thrombotiques séveres. Les plus utilisés sont jusqu’a’ présent I’héparine et ses dérivés et les anti-
vitamines K(AVK). De nombreuses études cliniques ont démontré leur action dans laprévention
et le traitement de complications thromboemboliques (Kortchinsky et al.,2013).L’effet
anticoagulant est défini comme l'inhibition de la formation de thrombine active dans le plasma ,
alors que l'effet anti-thrombotique est défini comme I'inhibition de la formation de la thrombose
et /ou de sa croissance (Colliec et al ., 1990). La thrombose (maladies vasculaires les plus
fréquentes qui résultent d'une interaction complexe entre les protéines circulantes de la
coagulation, les plaquettes et la paroi vasculaire) est I’une des principales causes des troubles
thromboemboliques affectant des milliers de personnes dans le monde (Mansoor, 2013). Elle
cause aussi la maladie cardiaque ischémique, les accidents vasculo-cérébraux (AVC) et les
Iésions traumatiques (Lanec ., 2015). La thrombose veineuse se produit dans le monde entier a
une incidence annuelle de 1 par 1000 adultes. Le traitement de la thrombose utilise des agents

thrombotiques a activités anticoagulantes et antiplaquettaires (Souza et al., 2015).

Quatre classes distinctes de polysaccharides sulfatés (héparine, Dermatane-sulfate,
chondroitine sulfate fucosylé et fucoidane des algues) ont toutes une activité anticoagulante, due
a leur interaction avec les enzymes et les inhibiteurs du systeme de la coagulation. Leurs effets
anticoagulants dépendent d'un modele exact de substitution sulfurique. Une petite modification
dans la structure conduit a une perte presque compléte de l'activité anticoagulante (Mulloy et al
., 2000).

Des polysaccharides de plantes supérieures présentent également des structures
chimiques hétérogenes mais leurs actions dans la coagulation et de la thrombose sont peu
explorés (Souza et al., 2015).(Mansoor., 2013) signale que la consommation d‘anticoagulants
ou composés phytochimiques alimentaires ayant de propriétés anticoagulantes, peut réduire ou
éliminer les risques de maladies thromboemboliques. Une activité anticoagulante de
polysaccharides de plantes, associée a la présence de résidus dacide uronique, sont

signalées(Souza et al.,2015).
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11.3.2. Activité antioxydant:

Les espéces réactives de l'oxygene, telles que les radicaux hydroxyle et les peroxydes
d'hydrogene, sont souvent générées spontanément dans la cellule vivante au cours du
métabolisme et jouent un rdle important dans la signalisation cellulaires. L'oxydation induisant
des radicaux libres peut entrainer une désintégration de la membrane cellulaire et une
dégradation des protéines membranes (Aytursun et al., 2019). En situation physiologique, il y a
un équilibre parfait entre production d'especes réactives de I'oxygene et les systemes de défense
antioxydants. On parle de stress oxydatif lorsqu'il y a un déséquilibre profond entre antioxydants
et pro-oxydants en faveur des pro-oxydants conduisant a des qui perturbations cellulaires
irréversibles (Caes, 2007). Les polymeres naturels jouent un réle crucial dans la défense contre
le stress oxydatif chez les organismes humain et la protection contre les maladies associées telles
que les maladies neurologiques, cardiovasculaires, I’asthme et diabéte (Rjeibi et al., 2019).

Des études récentes ont démontré que beaucoup de polysaccharide naturels jouent un
réle important dans la prévention des dommages oxydatifs induits par le stress dans les piégeurs
de radicaux libres chez les organismes vivants (Gao et al., 2015). Les recherche sur les plantes
médicaments se sont multipliés dans le monde entier en raison de leur vaste application
pharmaceutique. Il est bien signalé que les polysaccharides naturels peuvent atténuer ou
supprimer les effets des espéces reactives de I'oxygene. L'utilisation accrue de ces
macromolécules naturelles est essentiellement due a leurs diverses applications industrielles
telles que les additifs alimentaires, des fibres alimentaires, émulsifiants (Rjeibi et al., 2018).

11.3.3. Activité anti-inflammatoire :

L'inflammation est la premiére réponse montrée par le systtme immunitaire pour se
défense contre toute attaque des bactéries ou des virus. L'inflammation est responsable de La
moitié de la charge mondiale de morbidité. 1l se caractérise principalement par la douleur, la
chaleur, le gonflement et les rougeurs. Les causes de I'inflammation peuvent étre attribuées a des
facteurs tels que I’irradiation ultraviolette, I'invasion bactérienne, les réactions immunitaires et le
dommages physiques (Rehman et al., 2019).

Une réponse inflammatoire réussie et contrdlée est un processus utile qui permet
d’éliminer les stimuli nuisibles et rétablir une physiologie normale régulée avec précision par
une cascade moléculaire complexe. Toute imperfection de la réponse inflammatoire peut

provoquer une morbidité et raccourcit la durée de vie (Tasneem et al., 2018).
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11.3.4. Activité antiviral:

Les maladies infectieuses virales mettent gravement en danger la santé humaine. Dans la
recherche de médicaments antiviraux efficaces, les chercheurs ont trouvé que les polysaccharides
ont une bonne activité antivirale. En tant que composant antiviral efficace et peu toxique, les
polysaccharides ont de larges perspectives d'utilisation médicinale et méritent d'étre étudiées plus
avant (Chen et Hugan., 2018).

Les polysaccharides obtenus a partir le polysaccharide extrait de la feuille de rhizophora
apiculata a été évaluée dans des systemes de culture cellulaire, par son activité contre les virus
de lI'immunodéficience humaine et simienne Ce dernier est composé principalement de galactose,

galactosamineet d’acide uronique (Martinez et al., 2005).
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La méthodologie de travail porte sur le principe détude, le matériel d'étude, I'extraction
d'extrait brut des polysaccarides hydrosolubles et alcali-solubles, la détermination de leur
composition en protéines, en oses totaux, en oses neutres et les tests biologiques dont 1’activité

anti-oxydante, et l'activité anti-inflammatoire.

I.1. Principe d'étude :

Les polysaccharides sont une sorte de polymeres naturels, largement répandu chez les
animaux, les plantes et les micro-organismes, qui exerce diverses activités biologiques, tel que

anti tumorale a antivirale, antioxydant et immune régulatrice(Chen et Huang., 2018).

Le présent travail est une contribution a I'étude de Il'activité biologique des
polysaccharides issus d'une plante d'olive de la famille des Oléacées récoltée au Sahara

septentrional Est Algérien (région el oued).

Le présent travail vise & caractériser les polysaccharides issus des noyaux d’olive de

cultivars Chemlal et a rechercher leurs activités biologiques.

1.2. Situation géographique de la région d'Oued Souf :

La région du Souf est située entre la limite sud-est des montagnes del'Atlas Saharien et
les frontiéres nord de I’Erg Oriental (figl4), a une altitude de 30° 30’ Nord et une longitude de
6° 47’ Est (Nadjah ;1970). Cette grande région de sable est entourée par de grandes zones
humides du Sahara sur les trois c6tés a savoir les grands lacs de sel "Chotts" de la région de Oued
Righ a l'ouest, les chotts Merouane et Melghir au nord et le Chott El-Jerid a I'est (Guezoul et
al ;2013).
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Figure 14 : Situation géographique de la région du Souf(Acila.,2018)
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1.3. Matériel d’étude :

Le matériel d’étude est composé de matériel non biologique et de matériel biologique.

1.3.1 .Matériel non biologique :

Le type des appareils utilisés au cours de I’expérimentation sont indiqués dans la
figure(annexe) La nature, la masse molaire, la densité et la pureté des solvants et des réactifs

utilisés au cours de ce travail sont consignees dans le tableau (annexe) .

1.3.2. Matériel biologique :
Le matériel biologique utilisé est constitué des noyaux d’olive de cultivars Chemlal.

Cettematiere premiéere provienne de la région El oued.

Des souches bactérienne sont utilisées il s’agit de Staphyloccusaureus, Pseudomonas

aeruginosa, Escherichia coli

Photo 01 : Noyaux d’olives Photo 02 : Poudre du noyaux d’olives

1.4. Méthodologie de travail :
1.4.1. Extraction des polysaccharides hydrosolubles :

Une quantité de 15g de poudre de noyau d’olive est placée dans une cartouche de soxhlet
avec 300 ml d’éther de pétrole pendant 8h et 30 min comme temps d'immersion et 60 min
comme temps de lavage L’opération est répétée 12 fois (Besbeset al, Aprés délipidation, la
poudre de noyau d’olive est séchée a 1’air puis, on lui ajoute250 ml d’eau distillée et I’ensemble
est placé au bain Marie pendant 2ha 80°C (Hu et al., 2015) avec une agitation constante. Apres
la macération, on procede a une centrifugation a 4000tr pendant 12min et le surnageant est
récupéré (Chen etal.,2015). Une deuxieme extraction est faite suivant le méme protocole puis

les deux surnageant sont réunis. L’ajout 3 de volumes d’éthanol a 96 % pendant 24h et a une
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température de 4°C pour la précipitation des polysaccharides. Apres centrifugation a 4000tr
pendant 12min, le culot est récupéré, lavé trois fois par 1’acétone puis lyophilisé (Zhao et al., Hu
et al., 2015 ;Zhang et al., 2015 ; Mei et al.,2015).
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Figure 15:Schéma des différentes étapes d'extraction des polysaccharides hydrosolubles a partir de

noyaux d'olive (Besbes et al.,2004 ; Ghazala et al., 2015 ; Chen et al.,2015) modifié

1.4.2. Extraction des polysaccharides alcalisolubles :

L’extraction des polysaccharides alcalisolubles est réalisée par I’ajout de 300ml de
solution de KOH (0,5et 4M) (Ding et al., 2014 ; Pinto et al.,2015) au poudre des noyaux
d’olives utilisées préalablement, le mélange est mis dans un bain marie a 80°C pendant 2h. Apres
une centrifugation a 4000tr /12min (Chenet al.,2014) les surnageant sont récupérés et neutralisés
par ’HCI, Une quantité¢ de 03volume d’éthanol est ajouté aux surnageants pour obtenir deux
fractions polysaccharidiques PNOA 0,5 et PNOA 4 (Ueno et al., 1982), les deux extraits ont subi

un lavage 03 fois par I’acétone, puis ils sont lyophilisés(Huang et al.,2010).
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Marc
l EKOH4M (Zh 20C™)
—
= KEOH 0,5 M (Zh, 80C%)

[ Centrifugation 4000t par 12 min ]

 —

Sumageant Culot

(|

IHCL (0. 5M et4Md )
i Centrifugation 4000tr par 12 min

bo—
T

[ Précipitztion par I'izopropanol ]
=
AlD

[ MNeutralization par

Culot PNOA( 03M) 2t { 4M0)
| |

i |

[ Lavage par | acétons ]

T

Lyophilisats des polysaccharides
alcalizoluble

Figure 16 : Schéma des différentes étapes d'extraction des polysaccharides alcalisolubles (0.5
et4) a partire des noyaux d'olive (Ding et al.,2014 ; Pinot et al., 2015 ; Chen et al., 2014
;Huang et al., 2010 ; Ueno et al., 1982) modifié
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PNOA4 M PNOAOSM PNOH

Figure 17 : Schéma des différentes étapes d'extraction des polysaccharides

1.5. Extraction des polysaccharides :
1.5.1. Rendement d’extraction :

Les techniques d'extraction si elles permettent de purifier et de concentrer les molécules
extraites ne permettent pas d'en extraire la totalité, il faudra donc déterminer dans chaque
condition expérimentale le rendement d'extraction et tenir compte de ce rendement dans le calcul

des résultats d'analyse (Gazengelet Orecchiono, 2013).

Le rendement est calculé selon la formule suivante :

Poids des extraits bruts des polysaccharides (g) % 100
Poids total de 1a matiere végétale (g)

R(%) =

1.5.2. Dosage des composants des extraits bruts des polysaccharides :

Pour le dosage, des solutions de 0,1% sont préparées a partir des échantillons
Polysaccharidiques hydro et Alcali solubles et pour le dosage des oses (totaux, neutres,) une

dilution de 1/10 est effectuée (0.01%), alors que les solutions de 0,1% sont utilisées pour le
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dosage des protéines. Les différentes solutions sont congelées pour les dosages ultérieurs
(Dubois., 1956).

1.5.2.1. Dosage des oses totaux :
v" Principe. :
En milieu sulfurique a chaud, les oses totaux produisent des dérivés du furfural (dérivés

aldéhydiques du furane) qui se condensent avec le phénol pour donner un complexe de couleur

orange-jaune (Dubois.,1956).
v" Mode opératoire :

Un volume de400ul de solution est mis dans des tubes a essai avec400ul de phénol a 5%
(5g de phénol sont dissout dans100ml d'eau distillée). Puis, 2 ml d’acide sulfurique est ajouté
rapidement et le mélange est agité immédiatement(Dubois et al., 1956). Les tubes sont placés au
bain Marie a 100°C pendant 5minpuis refroidis a 1’obscurité pendant 30min. L'absorbance est
mesurée a 492nm. Les teneurs sont déterminées en référence a une gamme étalon de glucose
(Brudieux., 2007).

v Préparation de la courbe d’étalonnage :

Tableau 04: Préparation de la courbe d’étalonnage de glucose

Blanc 0,001% 0,002%  0,005% 0,008%  0,01%

Glucose (0,01%)pl 0 40 80 200 320 400
H20 (ul) 400 320 200 80 40 0

Phénol (5%o)(ul) 400 400 400 400 400 400
A.Sulfurique (ml) 2 2 2 2 2 2

1.5.2.2. Dosage des ose neutres:
v Principe:

En milieu acide et a chaud, les ose neutres produisent des sérivés du furfural qui se

condesent avec le résocinol pour donner un complexe de couleur brun jaune(Dubois.,1954).
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v" Mode opération:

Une solution de résocinol a 6 est préparée par I'eaudistilée pour dose les oses neutres. La
solution est stable pendent un mois lorsqu'elle est conservée a 4C° a l'abri de la

lumiere(Monsigny et al., 1988)

Dans des tubes a essai 400l des solutions a doser sont mélangés avec 400ul de
résocinole et 2ml d'acide sulfurique, puis les tubes sont agités et chauffés dans un bain Marie a
90°C pendant 30mn, ensuite ils sont refroids dans un bain de glace et a I'obscurité pendant mn la

densité optique desdes déterminée a 480 nm (Monsigny et al ,. 1988).

v Préparation de la courbe d'étalonnage de glucose:

Tableau05 : Préparation de la courbe d'étalonnage de glucose

Blanc 0.001% 0.002% 0.005% 0.008% 0.01%

Glucose(0.01%0) 0 40 80 200 320 400
H20(ul) 400 360 320 200 80 0
Résocinole(pl) 400 400 400 400 400 400
A.sulfirique(ml) 2 2 2 2 2 2

1.5.2.3. Dosage des protéines :

v Principe :

Méthode de Bradford (1976), cette méthode est basée sur l'adsorption du colorant bleu de
Coomassie G250. En milieu acide, ce colorant s'adsorbe (fixation par des liaisons non
covalentes) sur les protéines, et forme un complexe coloré présentant un maximum d’absorption
a 595nm. Le changement de colorations se mesure facilement par spectrophotométrie
(Gavrilovicet al.,1996).

v" Préparation des réactifs :

Bleu de Coomassie :25 ml d’éthanol 95% est mis dans une éprouvette avec 50mg du bleu
de Coomassie (poudre) (ajouter petit a petit), une agitation de mélange pendent 2h et Filtré avec
un papier Whatman. L'addition de 50ml d'acide phosphorique de 85%, et fait la dilution par I'eau
distillée jusqu'a 500ml. Le stockage de mélange dans une bouteille ambre a la température

ambiante (Stable pendant 2 mois).
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La solution étalon est préparée par la dissolution de 0,01g de BSA dans 100ml d’eau distillée .
v" Mode opératoire :

200 pl des solutions a doser sont mélangés avec 2ml de la solution de bleu de Coomassie, la
lecture de la densité optique se fait dans un intervalle qui ne dépasse pas une heure a une
longueur d’onde de595 nm (Bradford.,1976).

1.6. Activités biologiques des polysaccharides :
1.6.1. Evaluation in vitro de I’activité anticoagulante:

L’activité anticoagulante des polysaccharides issus des noyaux d’olive est évaluée in
vitro vis-a-vis de la voie endogéne sur un pool des plasmas normaux des plaquettes et a I’aide de

test global chronométrique le temps du céphaline-kaolin activé (TCK).

Le pool plasmatique pauvre en plaguette est un mélange de plasmas de 10jeunes adultes

comme volontaires sains non traités, dont les TCK sont normaux et comparables.

Le sang de chaque volontaire est prélevé par ponction veineuse dans un tube en plastique
sur une solution anticoagulante de citrate de sodium a 3,2 % et a raison de 1 volume pour 9
volumes du sang. Le sang est ensuite centrifugé pendant 10mn a 3000rpm pour obtenir un
plasma pauvre en plaquettes. Le plasma standard obtenu est conservé a basse température (-
10C®) jusqu’a son utilisation (Athukorala et al.,2007) .

v" Principe :

Temps de céphaline kaolin activé (TCK), cet examen consiste a activer la voie intrinseque de la
coagulation par différentes substances : le Kaolin, ou plus souvent la silice micronisée ou l'acide

pélagique. Dans ce test, la céphaline est un phospholipide qui remplace les plaquettes.

Le TCK n'est donc pas modifié en cas de thrombopénie ou de thrombopathie. Chez
I'adulte, la valeur normale moyenne du TCK est de 30 a34shabituellement. Un laboratoire doit
donc toujours rendre un temps témoin pour permettre I’interprétation du test. Pour que le Temps
de Ceéphaline Kaolin soit normal, il faut que les facteurs de coagulation de la voie intrinseque
soient normaux : facteur du systeme contact (facteur XII et Xl, kininogéne de haut poids
moléculaire, prékallicréine), complexe anti hémophilique (facteur 1X, facteur VIII), complexe de
la prothrombines (facteur X, facteur V) prothrombine (facteur II), fibrinogéne (facteur I) a
I’exception des plaquettes (Athukorala et al.,, 2007). La mesure du TCK est utilisée

principalement pour la surveillance des traitements par 1’héparine.
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Le réactif BIO CK permet la recalcification du plasma en présence d’une quantité standardisée
de céphaline (substitut des plaquettes et d’un activateur du facteur XII(Kaolin). Le kaolin
présente le double avantage d'une lecture aisée et d'un temps de lecture pluscourt (Athukorala
et al.,2007) .

v" Mode opératoire :

La procédure suivie dans la réalisation de ce test est celle pratiquée par ATHUKORALA
et ses collaborateurs avec modification. Une quantite de 10ul d’extrait polysaccharidique de
0,1% est ajoutée a 90ul de plasma normal. Le mélange est incubé a 37°C pendant 10min, puis on
ajoute 100ul du réactif céphaline kaolin, on laisse le mélange 3min suivi d’une addition de100 pl
de CaCl2 pour une recalcification du plasma Ainsi le temps d’incubation est mesuré a 1’aide d’un
coagulomeétre de type biométrie, les résultats sont exprimés par le temps de coagulation en
seconde (Athukorala et al.,2007) .

1.6.2. Activité antioxydant :
1.6.2.1. Test de piégeage du radical DPPH :

Afin d’étudier I’activité antiradicalaire des différents extraits, nous avons utilisé la
méthode basée sur le DPPH (diphénylpicrylhydrazyl) comme un radical relativement stable,
selon le protocole décrit par(Mansouri et al .,2005). Le test consiste a mettre le radical DPPH
(de couleur violette), en présence des molécules dites anti-oxydantes afin de mesurer leur
capacité a le réduire. La forme réduite (diphénylpicrylhydrazine : de couleur jaune) n’absorbe
plus a 515 nm, dont I’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des

antioxydants (Sanchez et Moreno., 2002) .

La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de
méthanol. 50 pL des solutions d’extraits ou standard (quercétine, vitamine C) sont ajoutés a
1,95ml de DPPH, le mélange est laissé a I’obscurité pendant 30min et la décoloration par rapport
au contrdle négatif contenant uniquement la solution de DPPH est mesurée & 517 nm. L’activité

antiradicalaire est estimée selon 1’équation suivante.

Activité antiradicalaire%o = [(Abs contrdle - Abs échantillon) / Abs contréle] x100
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1.6.2.2.Teste de la réduction ferrique (FRAP) (Ferric Reducing Antioxidant Power):

v' Principe:

La méthode de FRAP est un dosage colorimétrique du transfert d'électrons, basée sur la
capacité des produits testes a réduire le fer(Berker., 2007). La présence de réducteurs tels qu'une
substance antioxydant provoque la réduction du fer ferrique (Fe 3 Par conséquent, le Fe 2+ +) en
fer ferreux (Fe 2 +). Peut étre surveillé en mesurant la formation de bleu de Prusse de Perl a 700
nm. La couleur brune de la solution change en diverses nuances de vert et de bleu, en fonction du

pouvoir réducteur de la substance antioxydant(Ghaisas et al., 2008).
v" Mode opératoire :

La capacité réductrice de l'extrait polysaccharidique est déterminée par la méthode
d'OYAIZU (1986).

Cing cent (500) ul de I’extrait avec différentes concentrations (0.01,0.04, 0.08 , 1 et
Img/ml), ml de tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 1.25 ml de solution de potassium
ferricyanure (1%) sont melangés et incubé a 50°C au bain marie pendant 20 min. Le mélange
incubé est laissé a refroidir a température ambiante. Ensuit, 1.25 ml d'acide trichloroacétique
TCA (10%) sont ajoutés. La solution est centrifugés a 3000rpm pendant 10 min ou un aliquote
de 1.25 ml est retirée et 1.25 ml d'eau distillé suivie de 0,25 ml de solution de Chlorure ferrique
FeClI3 (0,1%) sont été ajoutés de sorte que le volume final était de 2.75 ml. L'absorbance de la
solution résultante est mesurée aprés 2 min a 700 nm contre un blanc semblablement préparé, en
remplacant 1’extrait par de 1’eau distillée qui permet de calibrer ’appareil (UV VIS

spectrophotometre).

Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur
des extraits testés (Bougandour et Bendimerad., 2012)Le pourcentage de pouvoir réducteur de

fer est calculé par la réaction suivante :
Pouvoir réducteur de fer (%)= [{A0- A1/A 0}]x100
AQ : est I'absorbance de FeClI3.

Al:est I’absorbance de FeClI3 en présence de I’extrait(Ghaisas et al.,2008).
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1.6.2.3.Test de blanchissement du g-caroténe :

v' Principe:

L’oxydation de I’acide linoléique génere des radicaux peroxydes, ces radicaux libres vont
par la suite oxyder lep-caroténe entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui est suivie
par spectrométric a 470 nm. Cependant la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les
radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique et donc prévenir I’oxydation et le blanchissement
dup-caroténe. Dans ce test la capacité antioxydant est déterminée en mesurant 1’inhibition de la
dégradation oxydative duf-caroténe (décoloration) par les produits d’oxydation de I’acide
linoléique (Laguerre et al., 2007 ).

v" Mode opératoire :

Une quantité de 2 mg dep-carotene est solubilisée dans 10 ml de chloroforme. On préléve
1 ml de cette solution dans un bécher contenant préalablement 200 mg de Tween 40 et 20 mg
d’acide linoléique. Aprés évaporation, un volume de 50 ml d’eau saturée en oxygeéne est ajouteé.
Dans des tubes, 2ml de I’émulsion B-caroténe/acide linoléique sont additionnée a 2 ml de la
solution de I’extrait ou de I’antioxydant de synth¢se BHT a différentes concentrations. Les tubes

sont placés dans un bain marie a 50°C pendant 120 min.

Ensuite, I’absorbance de chaque extrait est mesurée a 470 nm a t = 120 min. Le control
négatif est constitué par 2ml d’éthanol au lieu de I’extrait ou de I’antioxydant de synthése. Tous
les essais sont répétés trois fois (Kolevaetet al.,2002). L’absorbance est mesurée immédiatement
a 470 nm ce qui correspond a t = 0 min contre le blanc contenant 1’émulsion sans B-caroténe
seulement pour le contrble négative. L'activité antioxydant (%) des extraits est évaluée en termes

de blanchiment de B-carotene en employant la formule suivante :
% = ((AA(120) — AC (120) ) /(AC(0) —A(120))) %100

AA (120):représente I’absorbance en présence de I’extrait (antioxydants) a 120min AC(0):

représente 1’absorbance du contrdle a 120 min.
AC(120): représente 1’absorbance du contrdle a 0 min.

1.6.3. Activité anti-inflammatoire :

Activité anti inflammatoire in vitro d'extrait poly saccharidique de noyau d’olive est

effectuée selon la méthode d'inhibition de la dénaturation des protéines (Chandra et al., 2012).
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v Principe :

Le principe de cette technique est basé sur la capacité d'extrait a empécher la dénaturation

Thermique de protéine (Chandra et al., 2012).
v' Mode opératoire :

La solution d'essai (2,5 ml) est composée de 0,1 ml de solution de BSA 1% et 1,4 ml de
tampon de phosphate saline (PBS, pH 6,4) et 1 ml de concentrations variables de l'extrait ou de
la solution standard (diclofénac de sodium). Ainsi, les concentrations finales deviennent 125,
250, 500, 1000 pg/ml. Les mémes volumes sont pris pour le contréle (eau distillé). Ensuite, les
échantillons sont incubés a 37°C pendant 15 min au bain marin et puis a 70°C pendant 5 min.
Apres refroidissement, leur absorbance est mesurée a 660 nm par le spectrophotomeétre

UV/visible. Les résultats sont comparés avec le diclofénac de sodium (Chandra et al., 2012).
v Pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines

Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines est calculé selon(Tattiet al., 2012)

comme sulit:
Pourcentage d'inhibition = (AC - AT / AC)x 100
A ¢ = l'absorbance du controle.
At = l'absorbance du test (extrait ou étalon)
1.6.4. Test hemolytique :
v Principe :
v' Méthode de dosage :

Selon Abirami et al(2014);Le sang est récupére sur anticoagulant EDTA ensuit le tube est
centrifugé a 3000 tr/min pendant 10 min. 1ml du culot ajoute a 1ml de H20O puits il est centrifugé
a 3000 tr/min pendant 10 min 2 fois. 40ulde surnagent ajoute a 2ml d'extrait, et laisser le
mélange 05 min en 37° C aprés ajouter 40ul de solution peroxyde d'hydrogéne H202(30mmol),
40ul de solution fecl3 (80mmol), 20ul solution acide ascorbique (50mmol), le mélange place
dans I'étuve a température 37°C, apres incubation 60 min le mélange est centrifugé a 700 tr/min

pendant 10 min.
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La longueur d'onde du spectrophotomeétre est fixe a 540 nm cette opératoire répéte avec
déférente concentration d’extrait. Les résultats du test d'hémolyse sont exprimés en pourcentage

d'inhibition de la lyse des globules rouge.

La pouvoir d'inhibition a été calculé a partir la relation suivante :
%Hémolyse = [Abs contrble / Abs échantillon] x 100

Abs controle: Absorbance de milieu réactionnelle en absence de l'extrait.
Abs échantillon: Absorbance de milieu réactionnelle en présence de 1’extrait

1.6.4. Activité antibactérienne:

v Principe :

Les bactéries en culture sont mises en présence d’un ou plusieurs antibiotiques les
conséquences de la présence d’une molécule active sur le développement bactérien sont
directement observables via la formation d’halos d’inhibition autour du dépdt de 1’échantillon
testé. Ces halos indiquent la présence de molécules actives dans I’extrait étudié, parfois grace a
la présence d’une molécule antibiotique. Un antibiotique est une substance organique ayant pour
action spécifique de détruire (activité bactéricide) ou fortement inhiber la croissance demicro-
organismes (activité bactériostatique). Ces molécules sont soit d’origine naturelle
(spécifiquement élaborées par des microorganismes ou présentes dans des organismes végétaux),

soit synthétisées ou hémi synthétisées (la majorité des antibiotiques actuels) (Ghania.,2015).
v" Mode Opératoire :
On utilise le Mueller- Hinton comme un milieu de culture des souches bactériennes

(Escherichia coli ATCC 25922), (Staphylococcus aureus ATCC 25923), (Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853)

-Couler dans une boite de Pétri un milieu de MH 3,8 %. Laisser sécher. - Préparer une
suspension bactérienne dans du tampon phosphate a une DO comprise entre 0,10 et 0,12(A=600

nm) a partir d’une culture d’environ 24h(en phase stationnaire).

-Inonder le milieu MH 3,8 % par la suspension bactérienne diluée (2-3 ml) et retirer I'excédent .

Laisser sécher 30 min.
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-Placer les disques en papier de Wattman N° 3 dans lesquels seront inoculées les différentes

solutions: 30uL de l'eau distillé (témoin négatif), a tester une échantillon de
concentrationlmg/ml Les diamétres des halos d’inhibition (mm) sont mesurés aprés 24h
d’incubation a 37°C(Ghania.,2015).
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Chapiter 11 Résultats et Discussion

Dans le présent chapitre, il est d’étude des extraits bruts des polysaccharides et
alcalisolubles de la variété olive Chemlal et leurs activités biologiques.

I1.1.Rendement d’extraction :

Tableau 06:Rendements massiques d’extraction de lipides et polysaccharides des noyaux

d’olives
Fraction Poids (g) Rendement (%0)
Lipide 0,38 2,53
PNOH 0,08 0,53
PNOA 0,5M 0,652 4,346
PNOA 4M 4,206 28,04
Polysaccharide total 4,938 32,92

Le rendement total de la masse lipidique des noyaux d’olive de cultive Chemlal c¢’est un

(2,53%). Ce rendement lipidique est plus élevée par apporte Ferula communis L (0,766%) mais
plus faible par apporte Ammodaucusleu cotrichus Coss. Dur (7,86%) (Youmbai., 2015).
Les rendement massiques des extrait de polysaccharides sont de (0,53%) ,dans la fraction
hydrosolubles.(PNOH) .Cette valeur ¢’est un faible par apporte Ammodaucus leuctrichus Coss .
Dur ( 4,051% ).(Youmbai., 2015 )mais cette valure a peu prés similaire a la polysaccharides
hydrosolubles des feuilles D ’Asphodelus tenuifolius (0,65%) . (Boual et al ; 2011).

Dans les fractions des polysaccharides alcalisolubles (PNOA 0,5) (4,346%) cette résultats
similaire par apporte Deglet-Nour (5,42%) (Beretima et Medjour., 2021) et plus faible par
apporte Mech-Degla (12,53%)(Belabel et Chaib.,2021)et dans la fraction PNOA 4 (28,04%)
cette résultats plus élevée par apporte Mech-Degla (4,53%) (Belabel et Chaib ., 2021)et Deglet-
Nour (16,6%)(Beretima et Medjour., 2021).

Les rendement des polysaccharides total (32,92%) c’est un plus élevée par apporte
Deglet-Nour (23,42%) (Beretima et Medjour., 2021).

11.2.Contenu de polysaccharides des noyaux d’olives :

Les résultats de contenu de polysaccharide de noyau d’olive de cultive Chemlal sont consignes

dans le tableau suivant.
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Tableau 07: Contenu des extraits de polysaccharides de noyau d’olives Chemlal

PNOH PNOA 0,5M PNOA 4M
Oses totaux (%) 12,14 2,4 0,6
Oses neutres (%0) 10,35 0,99 0,126
Oses acides (%) 1,8 1,41 0,5
Protéine (%) 0,28 0,36 0,03

La détermination de la composition de I’extrait polysaccharide issu des noyaux d’olives,

est effectuée par des dosages colorimétriques en ose totaux, neutres, acides et protéine.
Le contenu de I’extrait polysaccharide hydrosoluble (PNOH) est de (12,14%) "oses totaux et
(10,35%) I’oses neutres et (1,8%) 1’oses acide et protéine(0,28%),et la fraction (PNOA 0,5M)
I’oses totaux (2,4%) , ’oses neutres (0,99%), I’oses acides (1,41%) et proteine (0,36%) et la
fraction (PNOA 4M) D'oses totaux (0,6%) ,I’oses neutres (0,126%), 1’oses acides (0,5%) et
protéine (0,03%).

Généralement, la composition de 1’extrait polysaccharide de cette variété tres faible par
apporte le cultivar Meche-Degla : (PNDH) I’oses totaux (80%), neutres (35%), acides (45%) et
protéine (19%). (PNOA 0,5M) (60%), (25%), (35%), (5,03%) respectivement. (PNOA 4M)
(31%), (22%), (9%) et(13,41%) respectivement.(Belabel et Chaib., 2021).

Cette variation est discutée par les facteurs et les parameétres qui peuvent influencer sur le
taux des compositions brutes d’un extrait, a savoir la température d’extraction, la quantité du
solvant utilisé par rapport a la matiére premiére, le type de polysaccharide et la procédure
d’extraction comme la décoction et la macération. (Chakou et al., 2017).
11.3.L"activité biologique :

11.3.1 Activité anticoagulante :

L'effet anticoagulant est défini comme l'inhibition de la formation de thrombine active
dans le plasma, alors que I'effet anti thrombotique est défini comme I'inhibition de la formation

de la thrombose et/ou de sa croissance (Colliec et al., 1990).

La figure(18) présente [’évaluation de la capacité anticoagulante des extraits
Polysaccharidiques des noyaux d'olives (chemlal) comparée au contrdle normale avec le test de

temps de céphaline activée (TCA).
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Temps (S)

Contrdle normale PNOH PNOA 0,5 PNOA 4
Activité anticoagulante(TCA)

Figurel8 : Temps de céphaline activée (TCA)de trois extraits polysaccharides de noyaux
d’olives de cultives Chemlal a un concentration 10 pg /ml.

On remarque les temps de TCK noté pour les fractions testées sont des PNOH (34,25s),
PNOA 0,5M (34,5s), PNOA 4M (35,5s) cette résultats proche pour les contréle normale
(31,75s).

Globalement, 1’évaluation de la capacité anticoagulante des extrait des noyaux d’olives
par teste TCK démontre que ces extraits n’exercent pas une activité anticoagulante importante.
Parce que ’activité efficace dépend de plusieurs factures :

Concentration et I’interaction synergique avec d’autres composants (Almela et al ., 2006).
Périodes de récolte (Celiktas et al ., 2007).

Méthodes d’extraction (Kosar et al., 2005).

11.3.2.Activité antioxydant :

Un antioxydant est toute substance qui lorsqu’elle est présente en faible concentration
para rapport a celle du substrat oxydable, retarde ou prévient de manieres significatives
I’oxydation de ce substrat.

Ces antioxydants présentent un intérét croissant car il semblerait que les formes réactives
de I’oxygéne (les radicaux superoxydes, hydroxyles, al oxydes et peroxydes, le peroxyde
d’hydrogéne, I’oxygéne singulet) soient, en partie du moins a I’origine de nombreuses affections
comme la maladie de Parkinson, la maladie d’Alzheimer, 1’artériosclérose, la polyarthrite
chronique, le mongolisme ou encore le cancer (lls interviennent aussi dans le phénomene de
vieillissement (Timbo., 2003).
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Dans notre étude trois tests différents ont utilisé pour déterminer le pouvoir antioxydant
de I'extrait brut des noyaux d'olives (Chemlal): le test de piégeage du radical DPPH, le test de
FRAP (Ferric Reducing Power) et test blanchissement du B-caroténe.
11.3.2.1. Test du piégeage du radical libre DPPH :

Les radicaux libres sont des substances qui ont des électrons non appariés dans leur
structure et se produisent largement dans la nature. En raison de leur instabilité, les radicaux
libres peuvent causer des problémes de santé nocifs induisant des dommages aux cellules et
altérant I'ADN, les protéines et les membranes lipidique, ce qui peut entrainer plusieurs maladies
telles que le cancer, I'athérosclérose et le vieillissement (Han et al., 2016).

L’activité anti radicalaire exprime la capacité de réduction des radicaux libres. Le radical
DPPH. Est I'un des substrats les plus utilisés pour 1’évaluation rapide et directe de 1’activité
antioxydant en raison de sa stabilité en forme radicalaire libre et la simplicité de I’analyse (Bozin

et al.,2008).
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Figurel9 : Activité antioxydant des différentes fractions a la concentration 50 pg/ml par Test
DPPH
On remarque que toutes les fractionnent un pouvoir d’inhibition des radicaux libres
variables pour le DPPH, les extraits polysaccharide noyaux d’olive cette variant le PNOH
(7,61%), PNOA 0,5M (0,51%) et PNOA 4M (0,76%) un toutes les extraits trés faibles par
apporte le acide ascorbique. En revanche, les extrait des (Beretima et Medjour.,2021) variété
Deglet-Nour c¢’est un PNDH (67,14%), PNDA 0,5M (45,71%) et PNDA 4M (14,28%).
Globalement, nous notons que les valeurs de notre étude étaient tres faible, et cela au fait
qu’elle contient un pourcentage trés faible de protéine allant jusqu’a (0,36%) par apporte les

protéines Deglet-Nour (23%). Cette hypothese a été renforcée par (Chelvalier et al .,2001)qui
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ont rapporté que des protéines glycosylées par du ribose et de I’Ara avaient des propriétés
antioxydants significatives. Selon (Cao.,2013),les extrait polysaccharidique de verte a une forte
activité a cause de présence de une quantité importante de protéines pour fixer les radicaux des
DPPH.

11.3.2.2. Réductions du fer FRAP :

L’activité antioxydant de nos extraits a été aussi évaluée par la méthode de FRAP, qui est
une méthode simple rapide et reproductible. Cette méthode est basée sur la capacité des

antioxydants présents dans les extraits a réduire le fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux (Fe2+).
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Figure20 : Activité antioxydant des différentes fractions a la concentration mg/ml par Test
FRAP

Le pouvoir réducteur de I’extrait est dose dépendant, on remarque que PNOH (95,94%),
PNOA 0,5M (95,93%),PNOA 4M (96,04%) et Acide ascorbique (96,67%). Donc le pouvoir
réducteur de ce polysaccharide est égal a I'acide ascorbique.
Selon I'étude statistique, l'activité antioxydant FRAP présente une corrélation positive avec les
0ses neutres, oses acides, oses totaux. On peut ainsi dire que cette activité antioxydant justifie la
teneur ou la qualité des oses qui existent dans les noyaux d'olives.

11.3.2.3. Test de blanchissement du B-caroténe :

Dans le test de blanchissement du B-caroténe, 1’oxydation de ’acide linoléique génére
des radicaux libres due a 1’abstraction d’un atome d’hydrogene a partir des groupes méthyléne de
’acide linol€ique. Puis le radical libre va oxyder le béta caroténe hautement insaturé.la Présence
d’un antioxydant dans I’extrait permet de minimiser 1’oxydation du béta caroténe

par les hydro-peroxyde qui sont neutralisées (Porpovic et al., 2009).
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Figure21 : Activité antioxydant des différentes fractions a la concentration mg/ml par Test
[-caroténe
D’aprés les figures, remarque le pourcentage d’inhibition de I’oxydation des extrait

PNOA 4 (41,9%), PNOA 0,5 (39,79%),PNOH (35,54%) respectivement faibles efficaces par
apporte le BHT (82,49%).

11.3.3 Activité anti-inflammatoire :

L'inflammation est une réponse biologique complexe des tissus vasculaire endommagés
classée comme aigué ou chronique (Patra et al .,2017). Les processus inflammatoires et Anti-
inflammatoires impliquent de nombreuses molécules, dont la plupart sont des protéines
(Sajid et al., 2017). La dénaturation des protéines, avec la conséquence de perte leur activité
biologique, est une cause bien documentée de I'inflammation (Tlili et al., 2019).
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Figure22 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique de l'extrait mg/ml
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Cette résultats présentés sur la figure (22) expliquent les pourcentages d’inhibition de la
dénaturation de protéines polysaccharide de variétés Chemlal . On remarque que 1’augmentations
des différentes concentration des extraits est proche avec celle du diclofinac sodium ,un anti-
inflammatoire révélent que I’effet inhibiteur des trois extraits.

Dans la concentration 250ug /ml donne un PNOH(86 ,11%), PNOA 0,5(78,26%)
etPNOA4(66,66%) similaire par apporte le diclofinac soduim (95,45%). Et dans la concentration
500ug/ml le PNOH(93,33%),PNOA 0,5(84,84%) PNOA 4(70,6%) proche a diclofinac
sodium(97,79%) et la concentration 1000ug/ml le PNOH(97,52%), PNOA 0,5(92,85%),PNOA
4(86,84%) similaire par apporte le diclofinac sodium. Est cette résultats dans la deux
concentration 250ug/ml et 500ug/ml de la variété Chemlal a plus par apporte le variété
polysaccharides Mech Deglat on cencentration 250ug/ml PNDH(75%),PNDAO0,5(50%),
PNDA4(46%) et diclofinac de sodium (82%) a la concentration 500%g/ml PNDH(92%),
PNDAO,5(66%), PNDA4(53%) et diclofinac de sodium (93%) Mech Degla (Belabel
etChaib.,2021).

L’effet inhibiteur de la dénaturation de protéine par I'extrait polysaccharide montre que
ces extraits ont une activité anti-inflammatoire. Celle-ci pourrait étre due a la richesse de ces
extraits de noyau d’olive en composés bioactifs.

Selon 1’étude statistique de 1’activité anti-inflammatoire présent une corrélation négative
avec le Proteine, grace a faible quantité, donc ca explique la relation entre le DPPH et Anti-
inflammatoire.

11.3.4.Activité hemolytique :

Afin destimer l'activité hémolyse des extraits polysaccharidique, on utilise le test
hémolyse en tant que ce test le plus simple et plus rapide pour ce but ; Ou les pourcentages
hémolyse ont été déterminées par la formule (Abirami et al 2014).
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Figure23 :Histogramme comparatif d’taux Hémolyse d’acide ascorbique et des trois extraits
testés en concentration mg/ml
Les extraits polysaccharides PNOH et PNOA 4 ont présenté une faible hémolyse par le
pourcentage d’inhibition différait 1égérement (98,11%) et (75,94%), respectivement par apporte
le pourcentage d’acide ascorbique (13,2%).Contre le pourcentage extraits PNOA 0,5 (22,2%)
I’hémolytique a proche par apporte le PNOH et PNOA 4.
11.3.5.Activité anti-hémolytique :
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Figure 24 : Histogramme comparatif d’taux Anti-hémolyses et des trois extraits testés en

concentration mg /ml
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Les extraits polysaccharides PNOH et PNOA 4 ont présenté une faible activité anti-
hémolyse, le pourcentage d’inhibition (1,89%), (24,06%) par apporte le pourcentage d’acide
ascorbique (86,8%).Contre le pourcentage d’extrait PNOA 0,5 (77,84%) I’activité anti-
hémolyse a proche par apporte 1’acide ascorbique (86,8%).
11.3.6.Activités antibactérienne :

Des Photos présentes les résultats de test antibactérien de I’extraite polysaccharide de la
variété olives Chemlal avec différents souches bactéries a comparées de test I’eau distillée.

Les Photoes montre que tous les extraits (PNOH, PNOAO,5, PNOA4) ils n’ont aucun
effet sur ces bactéries , similaire a 1’eau distillée, qui n’ont aucune activité contre les bactéries.

Il a également été comparées a d’autres travaux polysaccharides MechDegla(Belabel
etChaib.,2021) et Deglet Nour (Berretima et Medjour .,2021)qui ont montré les mémes

résultats, aucun effet sur les bactéries.

Photo 03 : Effet de I’extrait Photo 04 : Effet de I’extrait Photo 05 : Effet de I’extrait
PNOH. PNOAO,5 . PNOA4 sur | PNOH. PNOAO,5 . PNOA4 PNOH. PNOAO,5 . PNOA4
la croissance de Pseudomonas sur la croissance sur la croissance de

aerugunosa d'Escherichia coli staphylococcus aureus
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Conclusion

Le présent travail étudier les activités et les caractéristiques biologiques de plante 1’olive
Chemlal dans la région D’EL OUED. Aprés une extraction par macération a chaud avec de I’eau
distillée des polysaccharides hydrosolubles et puis une maceération a chaud avec une solution
alcalin de KOH 0,5M et 4M.

Nous avons obtenu trois fractions, une fraction de polysaccharide hydrosoluble et deux

fractions de polysaccharide alcalisoluble.

Le rendement de I’extrait lipidique obtenu (2,53%)et pour le polysaccharidique bruts
(32,92%), polysaccharide hydrosoluble (0,53%), polysaccharide alcalisoluble 0,5M (4,346%) ,
polysaccharide 4M ( 28,04% ).

Etudiée de la composition des extraits bruts hydrosoluble et alcalisolubles , donne des
valeurs d’ose totaux PNOH(12,4%) , PNOAO,5(2,4%), PNOA4(0,6%) et I’ose neutres donne
PNOH(10,35%), PNOAO,5(0,99%), PNOA4(0,126%) et 1’oses acides donne PNOH(1,8%),
PNOAO0,5(1,41%), PNOA4(0,5%) et les protéines donne PNOH(0,28%), PNOAO,5(0,36%),
PNOA4(0,03%).

Les fractions polysaccharidique testées posséde une activité anti-inflammatoire dans tous
I’extraction PNOH, PNOAO,5, PNOA4 en différentes concentration.

L’activité anti-hémolyse montre un activité dans le polysaccharide 0,5M(77,84%) mais
faible pour les PNOH(1,89%) et PNOA4M(24,06%).

L’activité antioxydant par le trois extraits par trois testes, le FRAP donne un plus activité
PNOH(95,94%), PNOAO0,5M(95,93%), PNOA4M(96,67%) et test [-carotene donne
PNOH(35,54%), PNOAO0,5M (39,79%), PNOA4M(41,9) et ne présentent pas d’activation dans

test DPPH et I’activité anticoagulantes et antibactérienne.
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Conclusion

Perspectives

D'apres nos recherches sur les polysaccharides les noyaux d’olives, les études sont encore
peu nombreuses par rapport a leur grand nombre. Il serait donc intéressant d’identifier et
caractériser de nouvelles activités biologiques des polysaccharides, notamment d’origine
végétale, pour augmenter son utilisation dans les remedes naturels. Comme [’utilisation de la
chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) et chromatographie sur couche
mince (CCM).

Il est également préférable de prévoir toutes les conditions et moyens necessaires a
I’extraction les polysaccharides, c’est la température, et le temps d’extraction pour augmenter le
rendement d’extraction des polysaccharides et obtenir un extrait trés pure. Pour ne pas étre
affecté il est préférable de répéter 1’expérience avec les dilutions effectuées afin d’identifier la
cinétique ou le dosage optimal et de sélectionner un protocole approprié pour obtenir des
résultats précis. Aussi, on peut d’appliqué des autres activités biologiques comme : I’activité anti

tumorale, I’activité antifongique, I’activité antivirale.
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Annexe 01 : Courbe d’étalonnage
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage des oses totaux (glucose)
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage des oses neutres (glucose)
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Figure 3 : Courbe d’étalonnage des protéines (BSA) la méthode de BRADFORD
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Courbe d’étalonnage d’acide ascorbique pour le test de DPPH
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Figure 5 : Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique de test FRAP
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Figure 6 : Courbe d’étalonnage de blanchissement du enf3-carotene différentes concentration de

BHT
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Figure 7 : Courbe d’étalonnage de Diclofénac de sodium pour test anti-inflammatoire
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Annexes 02 : Analyse statistique

Tableau 1: Matrice de dissemblance (SPSS) (H :polysaccharide hydrosoluble,

A0,5 :polysaccharide alcalisoluble0,5M, A4 :polysaccharide alcalisoluble4M, R: rendement
massique, OT: oses totaux, ON: oses neutres, OA: oses acides, PR: protéine, AC: anticoagulant,
DPPH: test 2,2-diphenyle-1-picryhydrazyle, FRAP: test de FerricReducing Antioxydant Power,
BC: béta-caroténe, Al: anti-inflammatoire, AH: anti hémolyse)

R oT ON OA PR AC DPPH  FRAP BC Al AH

R 0.000 0.882 0.901 0.989 0.999 0.654 0.929 0.019 0.641 0.003 0.987
” 0.882 0.000 0.983 0.895 0.880 0.774 0.955 0.138 0.761 0.122 0.897
ON | 0.901 0.983 0.000 0.914 0.898 0.756 0.974 0.120 0.742 0.104 0.916
” 0.989 0.895 0.914 0.000 0.986 0.668 0.942 0.032 0.654 0.016 1.000
PR 1 0.999 0.880 0.898 0.986 0.000 0.652 0.926  0.016 0.639 0.000 0.984
‘- 0.654 0.774 0.756 0.668 0.652 0.000 0.727 0.366 0.989 0.350 0.669
DPPH 1 0.929 0.955 0.974 0.942 0.926 0.727 0.000 0.092 0.714 0.076 0.944
” 0.019 0.138 0.120 0.032 0.016 0.366 0.092 0.000 0.380 0.986 0.034
BC 0.641 0.761 | 0.742 0.654 0.639 0.989 0.714 0.380 0.000 0.363 0.656
” 0.003 0.122 0.104 0.016 0.000 0.350 0.076 0.986 0.363 0.000 0.018
AH 1 0.987 0.897 0.916 1.000 0.984 0.669 0.944  0.034 0.656 0.018 0.000

R oT ON OA PR AC DPPH FRAP BC Al AH

R 1 0.000 0.981  0.966 0.971 0.960 0.686 0.961 0.042 0.630 0.074 0.231

- 0.981 0.000 0.987 0.991 0.980 0.665 0.982 0.021 0.610 0.054 0.211
ON  0.966 0.987 0.000 0.997 0.995 0.650 0.997 0.007 0.595 0.039 0.196

- 0971 0.991 0.997 0.000 0.991 0.655 0.992 0.011 0.599 0.043 0.201
PR 0960 0.980 0.995 0.991 0.000  0.644 1.000 0.000 0.588 0.032 0.190

0.686 0.665 0.650 0.655 0.644 0.000 0.645 0.358 0.946 0.390 0.547
DPPH 0.961 0.982 0.997 | 0.992 1.000 | 0.645 0.000  0.002 0.590 0.034 0.191
- 0.042 0.021 0.007 0.011 0.000 0.358 0.002 0.000 0.413 0.969 0.812
BC ' 0.630 0.610 0.595 0.599 0.588 | 0.946 0.590 0.413 0.000 0.446 0.603

: 0.074 0.054 0.039 0.043 0.032 0.390 0.034 0.969 0.446 0.000 0.844
AH 0231 0.211 0.196 | 0.201 0.190 0.547 0.191 0.812 0.603 0.844 0.000
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Annexe 03 : liste des produits et les appareilles utilisées

Tableau 2 : Produits utilisés lors de I’expérimentation et leurs caractéristiques

Produite Forme Formule Masse molaire Densité  Pureté(%)
(g/mol)
Ether pétrole Liquide / / / 95
Ethanol Liquide C2H60O 46,07 / 96
Méthanol Liquide CH40 32,04 / 99
Acétone Liquide C3Hs02 58,08 0,790- /
0,792
Hydroxyde de Solide KOH 56,11 / 85
potassium
Phénol Liquide CeHsO 94,11 / 90
Résorcinol Solide CeHeO2 110,11 / 99,5
Acide sulfurique  Liquide H2S04 98,07 / 98
Glucose Solide CeH1206 180,16 / /
Hydroxyde de Solide NaOH 40 / 97
sodium
Bleu coomassie Solide  C45H44N3NaO7S2 / / /
Bovine albumine  Solide / / / /
Chloroforme Liquide CHCIs 119,38 / 99
Acide Liquide CF3COOH 114,02 1,49 99
trichluoracétique
DPPH Solide C18H12Ns0e 394 / /
Solution Tompan Liquide / / / /
Ferricyanure de Solide / / / /
Potassium
Acide ascorbique  Solide CsHsOs / / 99
Peroxyde Liquide H202 / / /
Hydrogéne
Chlorure Fer Liquide / / / /
Tween Liquide / / / /
B-caroténe Solide / / / /
Acide linoléiqu Solide C18H3002 / / /
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Centrifugeuse

Bain marie

Spectrophotometre UV visible

PH métre

Etuve

Autoclave

Hotte microbienne
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L’appareil soxhlet

Agitateur magnétique

Figure 9 : Les différents appareilles utilisées
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Reactits auxlipires
At 1 04089 Hule dimmersian 100! mi. 300 mi
AL 0T 113377 Hulle dYmmersion 100 mi
wson (50 S0M madifee
LT 10T mbo-Erdslian® 100 mi. 300 mi
A0 100974 Elanol iLam
eraure e’ Sy CEhEmethpottone pour analyse
&rton® 100 ENanol sbeou boa 1,231
ACE. ISD
Arin” 108881 Nywes poa w23l
ACS. 1580

Classiication des matiéres dangercuses

Mt n® 1004,

Arin® 10130

Ters COMDE Of U CRENTCION Jes Malerel dINQeeUses INCMUes B
leSguese of s nacahors de @ fohe de SONNees oo seCuThe

La fiche de données de SScumie de berch et dsponbie sur intermet el sur
aemande

Composants princlpaun oes produits

At n” 107424

Ci1 3203 07
Cl1 4330 03pl
corBen gu ChH=0.

= OTe kg
At n® 10130

Cl1 32013 + Anwr No%
Cl1 4330 484 %

Status: Fevner 2008
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