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RESUME

Notre travail consiste a I’étude des caractéristiques pomologiques des deux variétés
d’olives les plus répandues dans le centre Algérien qui sont la Chemlal et I’Azeradj. Il a été
noté une différence entre elles en termes de poids, de dimensions, de teneur en eau et de leur
contenu en polyphénols. L’analyse quantitative des extraits de la pulpe d’olive a révélé une
richesse des drupes en polyphénols pour les deux variétés testées. Avec une teneur de

1053,88 mg pour I’ Azeradj et 923, 69 mg pour 100g de matiére séches pour la Chemlal.

La caractérisation des huiles d’olives provenant de 06 régions différentes du Centre-Est
d’Algérie a porté sur I’étude des caractéristiques organoleptiques, physico-chimiques ainsi
que I’étude des polyphénols totaux. Les resultats obtenus et comparés aux normes

commerciales du Conseil Oléicole International, montrent que :

Les échantillons d’huiles issus de Sétif et de Bejaia sont les plus riches en polyphénols avec
461,92 mg/kg et 429,23 mg/kg respectivement. Cependant la plus faible concentration est
observée dans 1’échantillon de Tipaza avec 185mg/kg. Tous les échantillons présentent des
attributs positifs suivants : Fruité, Amer et Piquant a des intensités variant entre 2 et 8 a
I’exception de celui de Tipaza qui possede un attribut vineux d’une intensité¢ de 3/10 et un
attribut rance d’une intensité de 5/10. Le taux d’acidité, 1’indice d’acide et I’indice de
peroxyde sont plus élevés pour I’huile d’olive de Tipaza avec 4.51%, 9,25 mg/g et 24,5 meq
g d’0,/Kg respectivement. Suite aux résultats obtenus, 1’huile d’olive de Bejaia est classée
comme huile d’olive vierge extra. Par contre celle de Tipaza est considérée comme huile
d’olive vierge lampante. Les huiles provenant de Blida (Bougara et larbaa), de Médéa et de

Sétif sont des huiles d’olive vierges courantes.

Mots clés : huile d’olive, Polyphénols, caractéristiques organoleptiques, caractéristiques

physico-chimiques.
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ABSTRACT

Our work consists in studying pomological characteristics of both olive varieties most
common in the Algerian center are Chemlal and Azeradj. It was noted a difference
therebetween in terms of weight, size, water content and their content of polyphenols. The
quantitative analysis of extracts from olive pulp revealed a wealth drupe polyphenols for both
varieties tested. With a content of 1053.88 mg for Azeradj and 923, 69 mg for Chemlal per
100 g of dry material.

The characterization of olive oils from 06 different regions of the Centre-East of Algeria
focused on the study of the organoleptic, physical-chemical as well as the study of total
polyphenols. The results obtained was compared with the business standards of the
International Olive Council, show that:

The samples of oils from Bejaia and Setif are the richest in polyphenols with 461.92 mg / kg
and 429.23 mg / kg, respectively. However, the lowest concentration was observed in the
sample of Tipaza with 185mg / kg. All samples have the following positive attributes: Fruity,
bitter and pungent at intensities ranging between 2 and 8 except that Tipaza has a vinous
attribute of a 3/10 intensity and an attribute of a rancid intensity of 5/10. The acidity, the acid
value and peroxide value are higher for olive oil Tipaza with 4.51%, 9.25 mg /g and 24.5 g
meq 02 / kg respectively. Following the results obtained, olive oil Bejaia is classified as extra
virgin olive oil. As against that of Tipaza is considered to be lampante virgin olive oil. The
oils from Blida (Bougara and Larbaa), Medea and Setif are common virgin olive oils.

Keywords: olive oil, polyphenols, organoleptic, physico-chemical characteristics.



Résumé

Dans les systémes neuroendocrines, les cellules gliales participent de fagon importante au
processus de neurosécrétion. Ces cellules sont diverses et se présentent sous différents aspects.
Ainsi au niveau de la glande pinéale ; structure neuroendocrine responsable de la régulation des
rythmes biologiques, deux types de cellules gliales co-existent: les astrocytes et les
microgliocytes. L’objectif de cette étude est de démontrer 1’organisation cellulaire de la glande
pinéale en ciblant certaines molécules afin de comprendre a travers leur distribution, I’intérét des
relations cyto-morphologiques de cette glande chez un animal saharien, connu pour ses
caractéristiques physiologiques particuliéres d’adaptation au désert : le dromadaire (Camelus
dromedarius). Pour cela, des approches histologiques et immunohistochimiques ciblant de trois
molécules 1’a- actine muscle lisse, la vimentine et la S-100p ont été effectuées. Les résultats
histologique nous ont permis d’une part de montrer I’hypervascularisation de la glande pinéale
avec la présence de deux types cellulaires : cellule a grand et petit noyau d’autre part les résultats
immunohistochimique nous ont permis d’observer une distribution de la vimentine au niveau du
parenchyme de la glande pinéale. D’autres parts la S-100p et I’a. actine ont été intensément
présentées a la périphérie des amas cellulaires et autour des vaisseaux sanguins. La différence de
I’intensité et de la distribution de 1’a actine muscle lisse, vimentine et de la S100 indiquent une
forte activité dynamique dont la modulation impliquerait des interactions paracrines entre les
pinéalocytes et les astrocytes probablement par I’activation de différents facteurs astrocytaires. |l
serait également probable qu’il existe des indices de la présence d’une barrieére astrocytaire au

niveau de la glande pinéale du dromadaire.

Mots clés : Dromadaire ; Glande pinéale ; Pin¢alocyte ; Cellule gliales ; a actine muscle lisse ;

Vimentine ; S-100.



Abstract

In neuroendocrine systems, glial cells contribute significantly to neurosecretion process. These
cells are different and have various aspects. Thus at the pineal gland; a neuroendocrine structure
responsible for the regulation of biological rhythms, two types of glial cells co-exist: astrocytes
and microgliocyte.The aim of this study is to demonstrate the cellular organization of the pineal
gland by targeting certain molecules, to understand through their distribution, the interest of
cyto-morphological relationships of this gland in a Saharan animal, known for its physiological
characteristics especially his adaptation to the desert: the dromedary (Camelus dromedarius).
In order to do this, histological and immunohistochemical approaches, targeting three
molecules: a- smooth muscle actin, vimentin and S-100p3, were performed.The histological
results allowed us firstly, to determine the hypervasculature of the pineal gland with the
presence of two cellular types: cell with a large and a small nucleus. In the other hand the
immunohistochemical results allowed us to observe a distribution of vimentin in the
parenchyma of the pineal gland. Secondly, the S-1008 and smooth muscle a actin were
extensively present in the periphery of the cell aggregates and around blood vessels. The
difference in the intensity and distribution of the smooth muscle o actin, vimentin and S100
indicate a strong dynamic activity. The modulation of this activity involves paracrine
interactions between pinealocytes and astrocytes probably by activating different astro-glial
factors. It is also likely that there are indications of the presence of astrocytic barrier at the pineal

gland dromedary.

Keywords: Dromedary; Pineal gland; Pinealocyte; Glial cell; Smooth alpha actin ; vimentin ;
S-100p.
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INTRODUCTION

Depuis des siecles, lI'olivier est compagnon de la vie des hommes. L'huile d'olive, elle,
est la plus ancienne huile alimentaire connue. De nos jours, de nombreuses études
scientifiques confirment I'importance d'une alimentation saine sur la santé. C'est pourquoi,

I'nuile d'olive, pilier du régime méditerranéen (Stéphanie, 2003).

Dans le Coran (souret « ElI Nour », la Lumiére), Dieu évoque les bienfaits et les

bénéfices de cet arbre.

L’huile d’olive est une des principales composantes du régime dit « méditerranéen »,
connu pour son action bénéefique sur la santé. Elle est caractérisée par sa composition
particuliére en acides gras, en composés mineurs appartenant a la fraction insaponifiable des
huiles végétales. Ses caractéristiques physicochimiques et organoleptiques sont définies par la

norme commerciale du Conseil Oléicole International (COI, 2010).

L'effet bénéfique de I'huile d'olive sur la santé humaine est attribué, entre autres, a sa
contenance en composés phénoliques. Ces derniers ne cessent de prendre une importance
croissante a cause de leurs vertus sur la santé. Leur pouvoir antioxydant naturel suscite de
plus en plus dintérét pour la prévention et le traitement du cancer, des maladies
inflammatoires et cardiovasculaires. Ils sont également utilisés comme additifs pour
I'industrie agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique. L'intérét croissant aux composés

phénoliques de I'huile d'olive a été renvoyé au fruit (olives) (Romero et al ., 2004)

Plusieurs études eépidémiologiques et travaux expérimentaux ont établi que
I’alimentation méditerranéenne traditionnelles est la meilleur alternative pour une meilleur
santé, le bénéfice santé de cette alimentation est lié & sa composition principalement d’olive et
d’huile d’olive, comme source d'au moins de 30 composés phénoliques, dont un bon nombre
ont des propriétés antioxydants et considérés comme des éléments clés cardioprotecteurs.
Ainsi, ils permettent une baisse de la cholestérolémie et protege contre la lipoxydation et
contre d’autres facteurs de risque de maladies chroniques dégénératives (El-Boustani et al.,
2004).

La qualité commerciale de I’huile d’olive vierge est définie, par la norme du Conseil
oléicole international et par celle du Codex Alimentaire. Ces normes distinguent quatre types
de qualité de I’huile d’olive : « extra », « vierge », « vierge courante » et « vierge lampante ».
Ces divers types de qualité sont définis en fonction de criteres physico-chimiques (I’acidité

libre, I’indice de peroxydes, 1’absorbance dans I’UV) et de critéres organoleptiques. Ainsi, en
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termes de stabilité, I’huile d’olive est trés connue pour sa résistance aux différents
mécanismes de 1’oxydation. Ceci est strictement lié a faible teneur en acides gras
polyinsaturés (Velasco et al ., 2002) et a sa composition en antioxydants naturels, notamment
les orthodiphénols, les polyphénols et les tocophérols qui piégent les radicaux libres de
I’oxygeéne et préservent la qualité, et la stabilité de 1’huile durant sa conservation. (Idrissi et

al., 2012)

La superficie oléicole mondiale serait de 1I’ordre de 10 millions d’hectares dont 95 % se
situent autour du bassin mediterranéen (Perez-lopez et al., 2007). Le verger algérien
d’oliviers occupe une superficie de 310.000 ha et le nombre d’oliviers est estimé a 32 millions
d’arbres. Avec une production moyenne en huile de 33.000 tonnes et en olives de table de

46.000 tonnes par année (Bensemmane, 2009).

La filiere d’huile d’olive en Algérie accuse un retard de développement en amont et en aval.
Le savoir-faire dans ce domaine mais aussi les structures d’appui font défaut d’une fagon
dramatique. L’absence de laboratoires spécialisés et d’unité de conditionnement font que
I’huile algérienne ne peut rivaliser avec les productions des pays concurrents. (Bensemmane,

2009).

L’objectif de ce travail consiste dans un premier temps a étudier certaines
caractéristiques de deux variétés d’olive les plus cultivées en Algérie a savoir la Chemlal et
I’ Azeradj. Dans ce contexte, il est réalisé ; la caractérisation pomologique, I’extraction des
polyphénols et leur caractérisation quantitative. Dans un second temps il est mené une étude
sur les caractéristiques qualitatives de six échantillons d’huiles d’olives algériennes dans le
but de savoir si nos huiles répondent aux normes internationales. Celles-ci concernent la
teneur en polyphénols de ces huiles, leurs caractéres organoleptiques tels que ’aspect et la
couleur et la mise en évidence de leurs attributs positifs et négatifs par le biais de la
dégustation. Elles concernent aussi les critéres physico-chimiques résumés dans 1’acidité,
I’indice d’acide, I’indice de peroxyde, I’indice d’iode, I’indice de réfraction et I’absorbance

dans 1’ultraviolet.

Notre travail débute par une étude bibliographique sur 1’olivier et sur I’huile d’olive. Le
matériel d’étude et les méthodes utilisées sont traités dans le deuxiéme chapitre. Les résultats
concernant 1’étude sur les olives et sur 1’huile sont présentés dans le troisieme chapitre. Le
quatriéme chapitre est consacré aux discussions. Une conclusion générale termine ce travail

suivie par des perspectives.
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La glande pinéale ou I’épiphyse c’est une structure neuroendocrine située a proximité de grandes
zones intégratrices d’informations environnementales entre les deux hémisphéres cérébraux et le
cervelet. En relation étroite avec le systheme nerveux centrale, Elle est impliquée dans 1’intégration
d’informations environnementales pour synchroniser les fonctions circadiennes et saisonnieres de

I’organisme (Simonneaux et Ribelayga, 2003).

La glande pinéale est composée de deux types cellulaires : les pinéalocytes et les cellules gliales
(Bhatnagar ,1992 ; Karasek et Reiter, 1992). Les pinéalocytes manifestent une évidence
morphologique en ce qui concerne leur activité fonctionnelle, avec un développement considérable
des organelles impliquées dans la synthese proteinique. Le développement des cellules gliales est
similaire a celui des pinéalocytes. Le tropisme vasculaire observé, suggére que ces cellules a part
leur fonction classique de support pourraient également jouer un réle plus important comme barriére
selective dans 1I’échange de substances entre le parenchyme et les vaisseaux sanguins (Franco et al

1997).

Dans le systeme neuroendocrine les cellules gliales jouent des réles multiples. Certaines études
réalisées sur des modeles animaux comme le rat et la souris montrent que les cellules gliales
influencent la sécrétion hormonale par la libération de facteurs de croissance et/ou de molécules
bioactives, mais aussi par des remaniements structuraux qui modulent 1’acces direct des
terminaisons nerveuses des hormones aux capillaires, régulant ainsi I’efficacité du passage des

neuro-hormones entre les terminaisons nerveuses et le sang (Prevot, 2002).

Dans notre étude, nous avons voulu explorer la composante neuroglial de la glande pinéal chez
le dromadaire, un animal saharien exposé pendant le jour a un ensoleillement contenu et connu
pour son exceptionnelle résistance et adaptation dans des situations physiologiques extrémement

rudes en particulier a la déshydratation (Peyer 1989).

En menant notre étude nous avons pu soulevez la problématique suivante pour essayer de

comprendre 1’organisation et les relations cellulaires de la glande pinéale chez le dromadaire:

(i) Quelle est ’organisation morpho-fonctionnelle des cellules gliales et des pinéalocytes ?



(i) Existe —il une barriére hemato-gliale au niveau de cette glande ?

Pour cela nous avons ciblé par immunomarquage certains marqueurs de cellules gliales comme
la protéine S-100p et des molécules du cytosquelette synthétisés par les cellules gliales comme la

vimentine et [’actine du muscle lisse.



CHAPITRE I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Histoire et expansion de I’olivier

Selon des études archéologiques et paléobotanique, on pense que la domestication
de ’olivier aurait pris naissance, comme celle de plupart des espéces fruitieres, au proche

orient au quatrieme millénaire avant notre ére (Inra, 2006).

Sa dissemination se serait ensuite étendue a 1’occident sur les deux virages de la
méditerranée ou elle fit 1’objet d’une sélection continue, source d’amélioration et de

diversification (Argenson et al., 1999).
2. Situation de ’oléiculture dans le monde

L'olivier est aujourd'hui cultivé dans toutes les régions du globe se situant entre les
latitudes 30° et 45° des deux hémispheres, des Amériques (Californie, Mexique, Brésil,
Argentine, Chili), en Australie et jusqu'en Chine, en passant par le Japon et I'Afrique du Sud.
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 (Benhayoun et Lazzeri, 2007). (Figure 1)

Figure 01 : Carte oléicole mondiale (COI, 2013)
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2.1. Variétés d’olivier de par le monde

L’olivier (Olea europaea. L), espéce caracteristique du paysage mediterranéen,
compte de nombreuses variétés ayant une diversité phénotypique importante (Grati Kamoun,

2007). Les origines de ces variétes demeurent imprécises.

Divers travaux ont suggéré que ’inter-fertilité entre les formes cultivées et /ou les formes
sauvages soit a I’origine de la diversification de I’olivier cultivé. Actuellement, on recense des
centaines de variétés dans chacun des principaux pays oléicoles méditerranéens ou sont
encore cultivées de tres anciennes variétés (Loussert et Brousse, 1978 ; Idrissi et Ouazzani,
2006).

Les variétés d’olivier se divisent en trois catégories :

- Les variétés a huile sont principalement destinées a 1’extraction de I’huile et sont

caractérisées par un rendement variable mais normalement non inférieur a 16- 18 %.
- Les variétés de table sont les variétés dont les fruits sont destinés a la consommation directe.

- Les variétés a double aptitude sont celles qui peuvent étre utilisées tant pour 1’extraction de

’huile que pour la production d’olives de table.

Les principales variétés d’olivier cultivées dans le monde représenté dans le tableau 1

(annexe n°1).
3. L’oléiculture en Algérie

La culture de I’olivier en Algérie remonte a la plus haute antiquité, elle constitue une
source de revenu significative pour la population rurale. Cette culture représente plus de 50%

du verger arboricole national (Abercane, 1992).

Elle occupe traditionnellement le Nord Centre et Nord Est du pays pour I’olive a huile et le
nord-ouest pour I’olive de table. Depuis quelques années, elle se répand plus au Sud et méme
dans les régions sahariennes (Bisset, 2011). L’oliveraie algérienne génére environ 1% des

produits oléicoles dans le monde.
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Figure 02 : Présentation de I’oléiculture en Algérie (Saraoni, 2006).

3.1. Les variétés locales les plus cultivées en Algérie

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

patrimoine oléicole nationale (Mendil et Sebai, 2006).

-Sigoise : C’est une variété auto-fertile, elle représente 20% du verger oléicole national.
Généralement, elle se localise a 1’Ouest du pays allant de Oued Rhiou jusqu’a Tlemcen. C’est

une variété a deux fins.

-Azeradj et Bouchouk: Elles accompagnent généralement les peuplements de Chemlal dont
Azeradj améliore la pollinisation. Elles présentent un gros fruit destiné a la conserverie et

méme a la production d’huile.

-Limli : représente 8% du verger oléicole national, elle se rencontre dans la région d’Oued

Soummam.
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-Rougette de Mitidja : C’est une variété a huile installée dans la plaine de Mitidja et sur le

piémont de 1’ Atlas, a faible altitude.

-Rougette de Guelma et blanquette de Guelma : Elles se trouvent en association dans la
région Est du pays. (Mendili et Sebai, 2006). Les autres variétés qui sont moins connus sont

présentées dans le tableau 2 (annexe n°2).

4. Caracteristiques botanique

4.1. Classification de ’olivier

L’olivier appartient a la famille des oléacées qui comprend a 29 genres, dont les plus
importantes sont : (Liustrum (troéne), Syringa (lilas), Olea (olivier) ainsi que le genre des
jasinoides (jasmin)) (Flahault, 1997). Certains genres comporte jusqu’a 30 espéces et sous
espéces. La seule espéce portant des fruits comestibles est  Olea europaea (Alim et
Zouambia, 2007).

Selon Loussert et Brousse (1978), ’espéce oles europaea se subdivise en trois

grandes sous especes :

¢ _ Euromediterrania.
< _Laperrini.

« _Cuspidata.
La sous espéces Euromediterrania se subdivise en deux sous espeéces :

« Oleaster

+* sativa

D’apres Argenson et al., (1999), la systématique de D’olivier peut étre résumée
comme suit :

Embranchement : Phanérogames
Sous Embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Série : Terbiiithales

Ordre : Ligustrales
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Famille : Oléacées
Genre : Olea
Espéce : Europaea
Sous espece : Sativa
4.2. Description et morphologie de ’olive

Les olives sont des drupes ovoides, a sommet arrondi ou pointu, de 1 a 3 cm de long
sur 1 a 1,5 cm de large et pesant de 2 a 6 g. Ses dimensions sont tres variables suivant les

variétés. La paroi de ce fruit est constituee :

-de I'épicarpe (épiderme ou peau) solidement attaché a la pulpe. A maturation,
I'épicarpe passe de la couleur vert tendre (olive verte), a la couleur violette ou rouge (olive

tournante) puis a la coloration noiratre (olive noire).
-du mésocarpe (pulpe ou chair), charnu, riche en huile.

-de I’endocarpe (noyau), scléreux, constitué par un noyau fusiforme, trés dur. A
I'intérieur du noyau se trouve une seule graine contenant embryon et albwnen  (Alim et
Zouambia, 2007).

Coupe Longitudinale

Mésocarpe ~+
Amande
Endocarpe 4
—~ Albumen

Figure N°3: Coupe longitudinale de I’olive (anonyme a, 2010).
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4.3. Composition chimique de I’olive

La composition chimique de 1’olive (Tableau 03) est fonction de plusieurs parametres

dont la variété, le climat et les conditions culturales (Maillard R, 1975).

Tableau N°3 : Composition chimique de 1’olive.

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

stituants(%) Eau Lipides Protides | Glucides | Cendres
Partie anato (%) (%) (%) (%) (%)
Pulpe (épicarpe + |24,2 |56,40 6,8 9,9 2,66
mésocarpe)
Coque du noyau 4,2 5,25 15,6 70,3 4,16
Amande 6,2 12,26 13,8 65,6 2,16

(Maillard R, 1975)

Les vitamines A, B1, B2, PP et E sont synthétisées durant la période de maturation du

fruit. L’olive renferme aussi les constituants suivants :
- mannitol (dans les olives non mres)
- un pigment rouge : I’oléacyanine
- un glucoside amer appelé oleuropéoside ou oleuropéine
- acide oléanolique
- du glutathion
- des diastases : oléase et émulsive active sur 1’oleuropéine

- une cire et une résine excrétée par I’épicarpe.
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5. Exigences pédoclimatiques de I’olivier

5.1. Le climat

Bien que D’olivier fit introduit dans les quatre coins du monde, sa culture et ses
exigences sont associées a la zone méditerranéenne, cette derniére est caractérisée par un

hiver doux et humide et un été sec et chaud.

Comme I’olivier ne peut pas résister a des températures inférieures a -15°c, cette isotherme
délimite sa zone de culture en latitude (entre 22 et 45° dans 1’hémisphére nord et de 1’équateur

au 37eme paralléle dans I’hémisphere sud) (Baldy, 1990).
5.1.1. Lestempératures

L’olivier est un arbre thermophile caractéristique des régions chaudes, malgré son
aptitude a supporter les températures élevés de 1’été (avec alimentation hydrique), les
températures supérieures a 40°C causeront des brulures endommageant I’appareil foliacé ainsi

que la chute des fruits (Lousert et Brousse, 1978).

L’olivier ne supporte pas beaucoup le froid, en effet les températures négatives (-5 a -6°c)
peuvent étre dangereuses, surtout survenant brutalement au court du repos vegétatif. Les
dégats se manifestent suite a I’impuissance du systeme racinaire a pomper 1’eau ainsi que les
nutriments vers la partie aérienne ce qui provoquerait le desséchement de cette partie (Baldy,
1990).

5.1.2. La pluviométrie

Pour une croissance et un développement favorable de I’olivier, la pluviométrie se situe
entre 450 et 600 mm bien répartie dans le temps. Cependant, la période chaude et séche de
I’été caractérisant le climat méditerranéen coincide avec la sclérification du noyau exigeant
des besoins élevés en eau, ce qui nécessite un apport externe par irrigation pour faire

augmenter la quantité et améliorer la qualité de production (Hannachi H et al., 2007).
5.1.3. L’hygrométrie

Les fortes humidités de I’air peuvent étre néfastes pour la croissance de 1’arbre.
Aussi, elles favorisent les maladies cryptogamiques comme elles génent la pollinisation

anémophile ; c’est pour cette raison que cette culture est a éviter & proximité immédiate de la
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mer.toutfois, la variété Hamra est assez tolérante a I’excés d’humidité (Lousert et Brousse,
1978).

On note que les fortes hygrométries, la gréle et les gelés printaniéres sont autant des facteurs

défavorables a la floraison ainsi qu’a la fructification.
5.14. Lalumiere

Avec une bonne exposition au soleil, I’olivier donne des meilleurs rendements. Par
ailleurs, les coteaux bien exposés au soleil (versant sud) présentent un meilleur

développement.

La lumiere est un facteur déterminant au cours de la floraison. Selon Daoudi (1994),

I’évolution florale est inhibée sur les arbres qui ne regoivent pas assez de lumicre.
5.1.5. Levent

La pollinisation chez I’olivier est essentiellement anémophile. De ce fait, le vent joue

un role primordial dans la production.

Malgré son importance, 1’olivier craint les vents chauds qui peuvent causer des briilures sur
les arbres et le desséchement des stigmates au moment de la floraison ce qui engendrerait la
destruction de la récolte.

5.2. Le Sol

L’olivier connu pour sa plasticité, est cultivé dans toutes sortes de types de sol, le
plus souvent dans des terrains pauvres la ou les autres cultures n’auraient pas pu étre
envisagées. Néanmoins, il préfere les sols légers a texture sableuse permettant le
développement en profondeur et en largeur des racines. Selon Lousert et Brousse (1978), la
profondeur du sol nécessaire a 1’arbre doit étre au minimum 1 a 1,5 m; C’est la structure et la
texture du sol qui détermine la perméabilite, la capacité de rétention ainsi que la dynamique

de 1’eau dans le sol et son aération.

L’olivier supporte jusqu’a 2g de Chlorure/kg de terre seéche en sol lourd et 1g/kg de terre

seche en sol léger (Amrouche, 1999). Aussi cette sensibilité au sel varie selon les variétés.

Pour les composants chimiques et d’aprés Pansiot et Rebour, (1960) in Lousert et Brousse,
(1978) un verger de 100 a 200 arbres/ha doit contenir :
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-P ,05 : Avec moins de 10 % de calcaire : 0,6 %o a 0,65 %o de P ,0s.

Avec plus de 10 % de calcaire : 0,7 %o a 0,75 %o de P ,0s.

-K ,0 : Pour tous terrains : 0,4 %o de K ,0.

-N: 12 1,5 %o d’azote total avec un taux de matiére organique de 2 a 3 %.
6. Extraction de I’huile de I’olive :

C'est a partir de la pulpe trés charnue que I'on obtient I'huile d'olive.

6.1. Maturation des olives :
La maturation des olives passe par quatre étapes:
6.1.1. Lafloraison :

Elle s'effectue d'avril a juin. Tres peu de fleurs seront fécondées; seules 5 fleurs sur 100
donneront un fruit.

6.1.2. La nouaison :

Le noyau durcit ordinairement dans la premiére quinzaine d'ao(t, c'est ce que I'on

nomme la nouaison.
6.1.3. La véraison :

Le moment ou la couleur de l'olive passe du vert acide au vert tendre se nomme la
véraison. Jusqu'a ce stade, il n'y a pas d'huile dans I'olive, mais un mélange d'acides gras
organiques et de sucres. La transformation des protides et des glucides en lipides va débuter
par la suite. En septembre, on peut récolter les olives vertes destinées a étre directement

consommees (Ricordel , 1999).
6.1.4. Lalipogénese :

Le phénoméne de transformation en huile des acides et des sucres du fruit se
nomme la lipogénése. Cette transformation de I'huile débute dans le fruit, de trés bonne heure,
car le microscope décele déja, dés le printemps, dans les éléments cellulaires, des gouttelettes

huileuses tres fines (Scotto, 1995).
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6.2. Récolte des olives ou olivaison

Elle s'effectue de différentes maniéres suivant la variété cultivée et les régions. Ainsi,
les olives destinées a la table sont cueillies avant celles destinées a I'huilerie qui doivent
attendre un degré de maturation plus avancé. La date exacte de la récolte correspondant au
juste degré de maturité reste difficile a déterminer. Elle peut varier d'une région a l'autre et

d'une année a l'autre (Uzzan, 1992).
6.3. Différentes méthodes de cueillette :
6.3.1. Traditionnelle

Il s'agit de la cueillette a la main, méthode qui donne entiére satisfaction du point de
vue de la qualité des fruits récoltés. Les olives sont cueillies une a une, au rythme de 7 a 10 kg

par heure.

En Corse, des filets sont tendues entre les oliviers et les olives se détachent d'elles-mémes et
tombent directement dans les filets. C'est la récolte la plus tardive et par conséquent elle

produit une huile au godt tres particulier.

Ce procédé est parfois complété par le gaulage des fruits les plus hauts situés, a l'aide de
longues perches. Aujourd'hui, on peigne encore les rameaux en détachant les olives a l'aide
d'un rateau (Ricordel, 1999).

6.3.2. Mécanisée

Actuellement, la mécanisation totale de la cueillette, par vibration au niveau du tronc
ou des branches, est de plus en plus envisagée bien qu'elle ne puisse pas s'adapter a tous les
vergers. Le rendement de cette technique peut atteindre 20 a 25 kg d'olives par heure et par
ramasseur ce qui explique que les recherches agricoles vont dans le sens de la modernisation
qui présente l'avantage de la rapidité de la récolte permettant ainsi d'améliorer la qualité de
I'huile produite (Ricordel, 1999).

6.4. Le lavage, le broyage, le malaxage :

Les différends procédés utilisés pour I'extraction de I'huile d'olive peuvent employer des

techniques et des instruments divers mais tous suivent un méme principe de base (Figure 04).
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Apres la cueillette, les olives destinées a la fabrication de I’huile sont triées pour éliminer les

brindilles et les feuilles, puis lavées a I'eau froide.
6.4.1. Broyage:

L’huile est contenue dans de minuscules vacuoles dans les cellules des olives. C'est en
brisant la paroi de ces vacuoles que I'on peut la récupérer. Al" issue du broyage, on obtient une

pate.
6.4.2. Malaxage:

La pate est malaxée pour libérer une quantité d'huile maximale
6.4.3. Séparation des phases

Elle permet de dissocier la phase solide (appelée grignon) de la phase liquide qui

renferme I'huile et les eaux de végétation.
6.4.4. Décantation

Elle consiste a séparer I'huile des eaux de végétation appelées margines
6.4.5. L'huile d'olive est immédiatement stockée dans les meilleures conditions

En effet, méme si I'huile d'olive résiste assez bien a I'oxydation, elle absorbe facilement
les odeurs et les saveurs de son environnement. Ses qualités organoleptiques peuvent alors

étre modifiées d'ou l'utilisation de cuves en inox généralement (Breger, 2001).

¢ )
e Huile
e

Broyage Pressurage Séparation

Figure N°4 : Procédés général d’extraction des 1’huile d’olives
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6.5. Procédés de fabrication de I'huile d'olive

Deux procédés de fabrication de 1’huile d’olive sont généralement utilisés: un procédé

discontinu et un procédé continu.
6.5.1. Procédé discontinu ou systéme a presse

Ce procédé est le systéme le plus répandu. Le broyage est réalisé par des meules en

pierre de granit, qui tournent dans un bac dont le sol est également en pierre.

Les meules utilisées pour le broyage sont ensuite légérement décentrées par rapport a l'axe de
rotation. Elles dérapent donc légérement sur le socle lorsqu'elles tournent ce qui permet de

malaxer la pate.
La phase liquide s'écoule dans un bac de réception; le grignon reste accroché aux scourtins.
Enfin, des centrifugeuses permettent de séparer I'huile d'olive des margines.

6.5.2. Procéde continu ou systeme a centrifugation

Le broyage est réalisé par des broyeurs mécaniques agissant comme des «presse
purée ». Ces broyeurs peuvent travailler en continu, la pate étant obtenue presque

instantanément.

Ensuite, la pate est amenée dans un bac en inox, dans lequel tourne une spirale ou une vis sans

fin, également en inox.
La pate malaxée est injectée par une pompe dans une centrifugeuse dont I'axe est horizontal.

La derniére étape est identique au procédé précédent: des centrifugeuses permettent de séparer

I'nuile d'olive des margines (Roeilly, 2002).
7. Dénomination et définition dés 1’huile d’olive
7.1. L’huile d’olive

L’huile d’olive est le lipide alimentaire le plus ancien. Elle a toujours été 1’un des

plus importants du régime méditerranéen (Flahault, 1997).
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D’apres le (conseil oléicole international, 2010) (COI), cette appellation concerne 1 ’huile
provenant uniquement du fruit de I ’olivier (olea europea L.) a I’exclusion des huiles
obtenues par solvant ou par procédé de réestérification et de tout méelange avec des huiles

d’autre nature.
Elle est commercialisée selon les dénominations et définitions ci-apres:
7.1.1. L’huile d’olive vierge

L’huile d’olive vierge est I’huiles obtenues du fruit de 1’olivier uniquement par des
procédés mécaniques ou d’autres procédés physiques dans des conditions thermiques
notamment, qui n’entrainent pas 1’altération de I’huile, et n’ayant subi aucun traitement autre

que le lavage, la décantation, la centrifugation et la filtration.
a) L’huile d’olive vierge propre a la consommation en 1’état

L’huile d’olive vierge propre a la consommation en 1’état comporte trois types (figure 05).

Huile d’olive vierge propre i Ia consommation en ['état

, ! !

Huile d’olive vierge

extra

l

Huile d’olive vierge

« fine »

!

Huile d’olive vierge

courante

Acidité oléique et
au maximum 0.8%
et /ou note au test
organoleptique
supérieure ou
égale a6.5/9.

Acidité oléique
inférieure ou égale
a 2% et /ou note au
test organoleptique

supérieure ou
égale 5.5 /9.

!

Acidité oléique
inférieure ou égale a
3.3% et /ou note au
test organoleptique
supérieure ou €gale

a3.5/9.

Figure N°5: L’huile d’olive vierge propre a la consommation en 1’état (COI, 2010)
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b) L’huile d’olive vierge non propre a la consommation en I’état

Elle est dénommeée huile d’olive vierge lampante. C’est I’huile d’olive vierge dont I’acidité
libre exprimée en acide oléique est supérieure a 3.3% et /ou une note au test organoleptique

supérieure ou égale a 3.5/9.
7.1.2. L’huile d’olive raffinée

L’huile d’olive raffinée est 1’huile d’olive obtenu des huiles d’olive vierges par des
techniques de raffinage qui n’entrainent pas de modification de la structure glycérique initiale

; son acidité libre exprimée en acide oléique est au maximum de 0,3%.
7.2. L’huile de grignions d’olive

Est I’huile obtenue par aux solvants ou d’autres procédés physiques, des grignons
d’olive ; a I’exclusion des huiles obtenues par des procédés de réestéfication et de tout
mélange avec des huiles d’autre nature. Elle est commercialisée selon les dénomination et

définitions ci-apreés :

L’'huile de grignions d’olive

\ v

Huile de L’huile de L’huile de
grignons d’olive grignions d’olive grignions d’olive

) | l

Huile obtenue par
extraction de I’huile brute
sans modification de la
structure glycéridique
initiale ; Son acidité

Huile obtenue par
mélange des huiles
d’olive brutes et raffinées
; Son acidité exprimée en

Huile destinée au
raffinage en vue de
son utilisation dans

I’alimentation
humaine ou destinée a
des usages techniques

acide oléique est au

exprimée en acide oléique maximum 1%

est de 0 ,3%

FigureN°6 : L’huile de grignons d’olive (CIO, 2010)
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8.  Composition chimique de I’huile d’olive

Sous I’angle chimique, 1’huile d’olive est constituée pour prés de 98-99% par un
mélange de triglycérides. Ces molécule sont des esters d’acides gras et de glycérol qui
constituent la partie saponifiable de 1’huile d’olive ; La fraction non triglycérique (0,5-1,5%),
a savoir I’insaponifiable, comporte de nombreuses substances (stérols, vitamines, cires,

hydrocarbures, composes phénolique...) (Grati Kamoun, 2007).

8.1.Fraction saponifiable

a) Glycérides

L’huile d’olive renferme prés 98-99% de triglycérides. Les mono glycérides et di
glycérides représentent respectivement 0, 1a0,2% et 2 a 3% (Alim et Zouambia, 2007) les
acides gras sont distribués dans le triglycérides de 1’huile d’olive en position 1 et 3 au hasard
Jes triglycérides prédominants sont palmityllo dioléine (POO) (18 .4%), Stéaryl dioléine
(SO0)(5 .1%),palmithyl oléyl linoléyl (POL)(5 .9%), trioléine (OOO0) (43 .5%), Linoléyi
dioléine (LOO) (6.8%) (Fedeli, 1977).

b) Acides gras

Le plus grand pourcentage des acides gras de 1’huile d’olive est constitué par les acides
gras insaturés, parmi lesquels les mono —insaturés .L’acide oléique représente la quantité la
plus importante (70a80%), le deuxieme est 1’acide linoléique (4al15%) est doublement
insaturé (Publio et Mirella, 1987).

Les limites de la composition en acides gras fixées par le conseil oléicole international (2010)

sont représentées dans le tableau 04 :
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Tableau N°4 : Composition en acide gras de 1’huile d’olive

Acide gras Nombre de carbone : % D'acide gras
Nombre de doubles liaisons

Ac. Myristique Cl4:0 <0.1
Ac. Palmitique C16:0 7.5-20
Ac. Palmitoléique Cl6:1 0.3-35
Ac. Heptadécanoique C17:0 <0.3
Ac Heptadécenoique Cl7:1 <0.3
Ac. Stearique C18:0 0.5-5
Ac. Oléique C18:1 55-83
Ac. Linoléique C18:2 3.5-21
Ac. Linolénique C18:3 <15
Ac. Arachidique C20: 0 <0.8
Ac. Gadoléique C20:1 traces
Ac. Béhénique C22:0 <0.2
Ac. Lignocérique C24:0 <0.2

(COl, 2010)
8.2. Fraction insaponifiable

a) Tocophérols

Dans I’huile d’olive il y a des tocophérols a, B, 6, v ; dont le plus grand pourcentage est
représenté par le a-tocophérol (88 ,5%), B-y-tocophérol (9,9%), et &-tocophérol (1,6%)
(Fedel, 1977). Tous les tocophérols représentent 1’action de la vitamine E qui s’accroit de 6-
tocophérol jusqu’a o —tocophérol .Les tocophérols, hors leur action biologique (vitamine E)
présentent des actions anti oxydantes qui protégent I’huile de la rancidité causée par

I’oxygene (Psyllakis et al., 1980).

b) phénols

La présence de différents phénols dans I’huile est importante et leur role est de protéger

la qualité de I’huile, car elles constituent des substances naturelles anti-oxydantes. Les
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teneurs en phénol des huiles d’olives sont cent mille fois plus faibles que celles des margines
(Perrin, 1992).

c) Substances aromatiques

Les substances aromatiques qui existent dans 1’olive sont liées a 1’odeur et au gout

particulier de I’huile (Psyllakis et al., 1980).

d) Stérols

Les stérols sont des alcools supérieurs monovalents ; les principaux stérols dans 1’huile
sont : le Beta-sitostérol «I», le stigmastérol « I1» et le campe stérol (Alim et Zouambia,
2007).

e) Hydrocarbures

Il existe dans I’huile d’olive des hydrocarbures tri terpénique poly-insaturés dont le
squalene (CsoHso)précurseur de la biosynthése des stérols est le principal composé de la

fraction hydrocarbure (1 ,5mg /kg) ;les autres hydrocarbures aromatiques polycycliques sont :

Phénanthréne, pyréne, flaurantréne, 1,2 Benzentracéne, criséne et periténe dans I’huile
d’olive .leur concentration en mg/kg sont respectivement :0.2, 0.27, 0.14 ,0.7 ,0.05 et 0.12
(Fedeli, 1977).

f) substance colorée

On rencontre principalement les cholorophylles «a» et «b», les caroténes, les
caroténoides, les anthocyanes et d’autres .L’action des chlorophylles est caractérisée, sauf leur
influence sur la couleur, par le fait qu’elles accélérent les réactions avec 1’0xygéne comme
catalyseur quand elles sont exposées a la lumiere .la teneur en chlorophylle dans 1’huile est
lie au degré de maturité du fruit et au contenu en feuilles pendant leur élaboration (Perrin,
1992).

9. Intéreét diététique et nutritionnel de I’huile d’olive

L’huile d’olive a un impact sur le plan nutritionnel par la présence dans sa composition
d’un acide gras mono-insaturé : 1’acide oléique et de composants mineurs qui sont a des

teneurs plus élevées dans une huile vierge.

L’utilisation de I’huile d’olive en médecine date depuis les époques les plus anciennes.
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La forte teneur de 1’huile d’olive en acide oléique constitue un réel atout d’un point de vue

intérét nutritionnel.

Les auteurs (Keys et al., 1986 ; Jacotot , 1999 et Kratz et al., 2002) ont montré
qu'un régime riche en acides gras mono-insaturés, réduisait le cholestérol total et le
cholestérol des lipoprotéines de basse densité (LDL) sans affecter le cholestérol des
lipoprotéines de haute densité (HDL). Par rapport a un régime riche en acides gras
polyinsaturés, le régime riche en acides gras mono-insaturés augmente le cholestérol des
lipoprotéines de haute densité , le régime riche en acides gras mono-insaturé réduit le

cholestérol total et les triglycérides.

Les acides gras mono-insaturés ont une influence sur le métabolisme des lipoprotéines
de haute densité qui ont un effet protecteur contre 1’athérosclérose. En effet, ces lipoprotéines

sont impliquées dans la captation du cholestérol cellulaire.

Les propriétés digestives de I’huile d’olive ont conduit a son utilisation dans le traitement des
troubles gastriques, biliaires, et de la constipation. La motricité gastrique est stimulée par les

acides gras mono-insaturés comparativement a des acides gras satures.

En fait, les principaux effets digestifs de 1’huile d’olive portent sur le fonctionnement
biliaire : stimulation de la sécrétion hépatique de la bile par le foie (cholérétique) et des
propriétés cholagogue (stimule la vésicule biliaire a se contracter et a déverser dans le

duodénum la bile indispensable a la digestion des lipides. (Jacotot, 1999).

Les auteurs cités ci-dessus ont montré que 1’absorption de I’huile d'olive abaisse
considérablement I’acidité gastrique, c’est €galement un laxatif doux, et présente donc des

effets bénéfiques sur les gastrites hyper chlorhydrique et les ulcéres gastroduodénaux.

Des études épidémiologiques Motard-Bélanger et al., 2008 ont montré que
I’alimentation méditerranéenne traditionnelle, dans laquelle I’huile d’olive a une place
importante, jouait un réle majeur dans la prévention des facteurs de risques des maladies

cardiovasculaires, telles que dyslipidémies, hypertension et diabete.

L'huile d'olive améliore de maniére significative l'utilisation du glucose par les

cellules et réduit les niveaux de triglycérides dans le sang
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Differentes études épidéemiologiques ont également permis de démontrer que I'huile
d'olive a un effet protecteur contre certains types de tumeurs malignes (sein, prostate,
endomeétre, tractus digestif, etc. ) (Benrachou, 2012).

Par ailleurs, 1’huile d’olive joue un rdle important dans 1’augmentation de I’espérance
de vie a cause de sa richesse en vitamine E qui joue un rdle biologique positif pour déplacer
les radicaux libres, molécules impliquées dans certaines maladies chroniques et dans le
processus de vieillissement La consommation d'huile d'olive protége les individus contre la
détérioration des fonctions cognitives provoquée par le vieillissement et contre la perte de

mémoire liée a I'dge (Benrachou , 2012).

L’huile d’olive est aussi trés conseillée pour la friture a cause de sa composition en
acides gras mono insaturés qui la rendent plus résistante a la chaleur. C'est pourquoi elle peut
étre réutilisée pour la friture sans subir d’hydrogénation ou d'isomérisation, processus qui
annulent les effets positifs sur le métabolisme des lipides. C'est I'huile la plus Iégere et la plus
savoureuse pour la friture des aliments (Terdazi et al., 2010).

Certains chercheurs ont montrés que 1’huile d’olive a aussi des bienfaits sur la tension
artérielle et indiquent que I'emploi de I'huile d'olive permet de réduire les doses quotidiennes
d'antihypertenseurs, probablement en raison des niveaux supérieurs d'oxyde nitrique favorisés

par les polyphénols de I'huile d'olive (Olle et Furon, 1988).
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1. Etude sur les olives

1.1. Détermination du poids, la largeur et la longueur moyenne des échantillons d’olives

La caractérisation pomologique des olives revét une grande importance pour
I’identification des différentes variétés et leur classification selon 1’usage en agroalimentaire

(Variété d’olive pour I’extraction d’huile, variété d’olive de table ou variété a double fin).

Les résultats de la caractérisation des deux variétés d’olive étudiées sont mentionnés dans

le tableau 05.

Tableau 05: Caractérisation des olives des variétés Chemlal et Azeradj d’origine de Blida

Variété Couleur et Poids moyen (g) | Longueur Largeur
D’olive Forme (cm) (cm)

Variété Azeradj | Noire, allongée 3,92+0,07 2,28+0,26 1,72+0.16
(A)

Varieté Noire, allongée 1,81+0,11 1,70+0,15 1,25+0.09
Chemlal (C)

Les deux variétés ou cultivars d’olives Chemlal (C) et Azeradj (A) sont noirs a maturité.
L’olive de la variété Azeradj (A) est caractérisée par un poids moyen de 3,92+0,07g supérieur
a celui de la variété Chemlal (C) (1,81+0,11g) (Tableau 5).

L’ Azeradj avec une longueur moyenne de 2,28+0,26 cm et une largeur moyenne de
1,72+0.16 cm possedent des olives plus grandes que celle de la variété Chemlal qui est
caractérisée quant a elle par des fruits de petites dimensions.

1.2. Taux d’humidité

1.2. Taux d’humidité (Teneur en eau) et la matiere seche

Les taux d’humidité (H%) et de matiere seche (MS%) des olives des deux variétés
étudiées sont calculés et rapportés dans le tableau 06 (Annexe 06) et les histogrammes ci-
dessous (Figure 15).
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Figure 15: Taux d’humidité et de matiére séche des variétés d’olive Chemlal et Azerad;.

Au regard des résultats obtenus, il ressort que les olives de la Chemlal sont constituées de
presque la moiti¢ de leur poids en eau (49,03%). L’autre moiti¢ est constituée de matiere
séche (50,96%). Les olives d’Azeradj sont caractérisées par un taux d’humidité supérieur soit
54,44% et par conséquent d’un pourcentage de matiere séche moins important avec 45,56%
(Figure 15).

1.3. Teneurs des olives en polyphénols

L’extraction des polyphénols a partir du broyat de la pulpe séchée d’olives des deux
variétés (Chemlal et Azeradj) a permet d’obtenir des extraits de couleur marron foncé, qui

sont conservés au frais dans des flacons ombreés jusqu’a leur utilisation (Figure 16).

Chemlal Azeradj

Figure 16 : Extrait des polyphénols de la pulpe d’olive (Chemlal et Azeradj).
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Le dosage des polyphénols dans les extraits des deux variétés (Chemlal et Azeradj) est
réalisé par la méthode du Folin-Ciocalteu a 1’aide d’une gamme d’étalonnage établie avec
différentes concentrations d’acide gallique (Figure 17). La quantité de polyphénols totaux
(ppt) est exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique (EAG)/g de mati¢re séche totale
(MST).

1,6
1,4 Y =0,0052x+ 0,0158
2 —

12 RZ =0,9961
a
g1
20,8
-= Y
@ DO
= 0,6 . .
= Linéaire (DO)

0,4

0,2

0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Titre de I'axe

Figure 17: Droite d’étalonnage de 1’ Acide Gallique

Les résultats de la composition en polyphénols totaux notés dans le Tableau 07 (Annexe 06)

et présenté par la figure 18.
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Figure 18 : Teneurs en polyphénols des extraits d’olive des deux variétés Azeradj et Chemlal.

A la lumiére des résultats des teneurs en polyphénols rapportés dans la figure 18, il
ressort que les deux cultivars algériens d’olives sont riches en polyphénols. En effet, les deux
variétés posseédent des teneurs en polyphénols de I’ordre de 1053,88 mg et 923, 69 mg pour
100g de matiere seches respectivement pour Azeradj et Chemlal.

2. Lesanalyses sur les huiles

2.1. Teneur en polyphénols dans les différents échantillons d’huile

Les résultats de la composition en polyphénols totaux des six échantillons d’huile sont

présentés dans le Tableau 08 (Annexe 06) et la figure 19.
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Figure 19 : Résultats des teneurs en polyphénols chez les six échantillons d’huile étudiés.

L’huile d’olives issue des six variétés provenant des différentes régions du pays contient
des quantités appréciables en composés phénoliques. Ces résultats révelent que 1’huile
d’olive de Sétif renferme une quantité plus élevée en polyphénols totaux soient 461,92 mg/kg
exprimés en acide gallique. Elle est suivie par I’huile de Bejaia avec 429,23 mg/kg.
Cependant la plus faible concentration est observée dans I’échantillon de Tipaza avec

185mg/kg.
2.2. Analyses organoleptiques

Les attributs positifs et négatifs mis en évidence par la dégustation ainsi que ceux

relatifs a ’aspect et a la couleur des huiles sont présentés dans ce paragraphe.
2.2.1. Dégustation

Les attributs positifs et négatifs de nos huiles d’olive analysées sont mentionnés dans le

tableau 09.
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Tableau 09 : Résultats de la dégustation des huiles d’olives étudiées

Echantillons | Attributs négatifs Attributs positifs
Chéme | Moisi | Vineux | Rance | Fruité | Amer | Piquant

Bejaia - - - - 8/10 4/10 5/10
Bougara - - - - 5/10 5/10 3/10
Larbaa 2/10 - - - 5/10 - 2/10
Médea - - - - 2/10 3/10 -
Sétif - - - - 7/10 5/10 4/10
Tipaza - - 3/10 5/10 - 7/10 -

(-) : absence des attributs étudiés

D’aprés les résultats obtenus, on constate que les attributs négatifs sont quasiment
absents, sauf pour 1’échantillon de Larbaa qui présente un attribut chémeé avec une intensité
de 2/10 et celui de Tipaza avec un attribut vineux d’une intensité de 3/10 et un attribut rance
d’une intensité de 5/10. Le reste des échantillons présentent des attributs positifs suivants :

Fruité, Amer et Piquant a des intensités variant entre 2 et 8.
2.2.2. Aspect et couleur
Les résultats des observations visuelles de nos huiles sont présentés dans le tableau 10.

Tableau 10: Résultats portant sur I’aspect et la couleur des différentes huiles étudiées

Echantillons Aspect Couleur Norme (COl, 2010)
Bejaia Limpide Jaune clair

Bougara Limpide Jaune verdatre Limpide
Larbaa Limpide Jaune verdatre Jaune-verte
Médéa Limpide jaune

Sétif Limpide Jaune clair

Tipaza Limpide Jaune verdatre

Les résultats mis en évidence dans le tableau 10 montrent que I’ensemble de nos huiles

présentent un aspect limpide et une couleur qui varie du jaune claire au jaune verdatre qui
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sont inclus dans la fourchette de la norme préconisée par le COI, 2010 pour les huiles d’olive

vierges propres a la consommation en 1’état.

Les résultats des analyses organoleptiques permettent de donner une premiere appréciation sur
la qualité des huiles mais celles-ci doivent étre complétées par les analyses physico-

chimiques.
2.3. Analyses physico-chimiques de I’huile

Les résultats concernant les analyses chimiques a savoir 1’acidité, 1’indice d’acide,
I’indice de peroxyde et I’indice d’iode et ceux relatifs aux analyses physiques qui consistent
a la mise en évidence de D’indice de réfraction ainsi que 1’absorbance spécifique en

rayonnement ultraviolet sont présentés dans ce qui suit.
2.3.1. Acidité

La détermination de 1’acidité en suivant la méthode CEE2568-1991 équivalente a la
méthode 1SO 660-1996, nous a permis d’obtenir les résultats notés sur le tableau 11 (Annexe

06)et présentés par la figure 20.

57 4,51
K a5 -
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2 Bougara
1,5 - mLarbaa
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Figure 20 : Résultats de I’acidité des différents échantillons d’huile analysés
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Le taux d’acidité, exprimé en pourcentage d’acide oléique, de nos échantillons, révele que
c¢’est I’huile de Tipaza, avec une valeur de 4,51% qui posséde le pourcentage le plus élevé.
En effet, elle dépasse les normes préconisées par le COI (conseil oléicole international) qui ne

doivent pas dépasser les 3,3 % pour les huiles d’olives propres a la consommation en état.

Pour le reste des échantillons, 1’acidité reste inférieure a 3,3%. Elle varie entre 0,98 et

2,96%. Ces valeurs sont donc conformes a la norme.

2.3.2. Indice d’acide

L’indice d’acide nous permet de déterminer les taux d’acide oléique résulte de I’hydrolyse

des triglycérides. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 12 (Annexe 06) et la

figure 21.
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Figure 21 : Présentation graphique des résultats d’indice d’acide.

D’apres les résultats obtenus, il est a remarquer que c’est I’huile de Tipaza, avec une valeur de
9,25 mg/g qui possede la valeur de I’indice d’acide la plus ¢élevée. En effet, elle dépasse les
normes préconisees par le conseil oléicole international qui ne doivent pas dépasser les 6,6

mg/g pour les huiles d’olives propres a la consommation en état.

Pour le reste des échantillons, I’indice d’acide reste inférieur a 6,6mg/g. Ses valeurs varient

entre 1,96mg/g et 5,89 mg/g. Ces valeurs sont donc conformes a la norme.
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2.3.3. Indice de peroxyde :

L’indice de peroxyde est trés important, il nous informe sur 1’état d’oxydation de 1’huile

d’olive. Les résultats d’analyse de ce paramétre sont présentés le tableau 13(Annexe 06) et la

figure 22.
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Figure 22 : Présentation graphique des résultats d’indice de peroxyde.

D’apres ces résultats, les valeurs de 1’indice de peroxyde de nos huiles varient entre 7 a 24 ,5
(meq g d’oxygeéne/Kg). Ces valeurs concernant les huiles de ; Bejaia, Bougara, Larbaa et Sétif
sont conformes a la norme qui est 20 milles équivalents grammes d’oxygene par kilogramme

selon le COl, (2010) pour les huiles vierges propres a la consommation.

Par contre ’huile de Tipaza et celle de Médéa ont un indice de peroxyde légerement élevé

par rapport a la norme établie par le COIl.
2.3.4. Indice d’iode

L'indice d'iode nous permet de déterminer le degré d'instauration des acides gras
contenus dans I'huile. Les résultats d’analyse de ce paramétre sont présentés le tableau 14
(Annexe 06) et la figure 23.
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Figure 23: Présentation graphique des résultats d’indice d’iode.

A partir des résultats obtenus et représentés par la figure 23, il ressort que les valeurs de
I’indice d’iode de nos huiles varient entre 79,40 et 94, 02 mg pour 100 g d’huile. Elles sont

donc conformes aux normes du COIl pour les huiles vierge propres a la consommation.
2.3.5. L’indice de réfraction

Les résultats de 1’indice de réfraction obtenu selon la méthode ISO 6320-1996 sont notés
dans le tableau 15 (Annexe 06) et représentés par la figure 24
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Figure 24 : Présentation graphique des résultats d’indice de réfraction.

Il ressort a partir de la figure 24, que les valeurs de I’indice de réfraction des huiles étudiées
varient de 1 ,4678 a 1,4704. Ceci indique qu’elles sont conformes aux normes établies par le
COl qui sont de 1,4677 a1 ,4705.

2.3.6. Absorbance spécifique au rayonnement ultraviolet
L’absorbance a deux longueurs d’ondes différentes, soit 232 nm et 270 nm est étudiée.
A- Absorbance a une Longueur d’onde232 nm

Les résultats obtenus pour 1’absorbance a 232 nm nous renseignent sur 1’état d’oxydation

primaire. Ils sont illustrés dans le tableau 16 (Annexe 06) et par la figure 25
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Figure 25 : Présentation graphique des résultats de I’absorbance dans 1’Ultraviolet a une

longueur d’onde de 232 nm.

Nous constatons que 1’ensemble des huiles étudiées sont conformes a la norme du

COI(2010) qui est < 2,6.
B- Absorbance a la longueur d’onde 270 nm

La détermination de I’absorbance a 270 nm qui informe sur I’état d’oxydation

secondaire, nous a fourni les résultats présentés dans le tableau 17 (Annexe 06) et la figure 26.
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Figure 26: Présentation graphique des résultats de 1’absorbance dans 1’Ultraviolet a une

longueur d’onde de 270 nm.

Pour la longueur d’onde de 270 nm, dont les résultats sont mentionnés dans la figure 26,
on constante que les huiles de Bejaia, Bougara, Larbaa et Sétif sont conformes a la norme du
COI(2010) qui est < 0,30. Toutefois I’huile de Médéa et celle de Tipaza ont des valeurs

Iégerement supérieure a la norme.
3. Classification des huiles d’olive vierge étudiées

A la lumiére des tous les résultats obtenus concernant les différents critéres étudiés et selon
les normes de classification des huiles d’olive vierges établies par le Conseil Oléicole

International, la classification des huiles d’olive étudiées est résumée dans le tableau 18.

Ces résultats montrent que I’huile issue de la région de Bejaia est une huile vierge extra, celles
issues de Bougara, de Larbaa, de Média et de Sétif sont des huiles vierges courantes mais
celle de Tipaza est une huile vierge lampante.
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Tableau 18 : Classification des huiles d’olive vierges étudiées
Echantillons Bejaia Bougara Larbaa Médéa Sétif Tipaza
Criteres
Aciditeé libre (%) 0,98 2,89 1,83 2,96 2,11 4,51
Indice de peroxyde (Meq g O2/g) 12.5 14 7 20.5 15 245
Absorbance dans I’UV a 232 nm 1,837 2,347 2,202 2,296 2,174 1,981
Absorbance dans I’UV a 270 nm 0,200 0,220 0,221 0,320 0,210 0,310
Dégustation Fruité Fruité Vineux Fruité Fruité Vineux
Amer Amer Fruité Amer Amer Rance
Analyses Piquant Piquant | Piquant Piquant | Amer
organoleptiques | Aspect
Limpide Limpide Limpide Limpide Limpide Limpide
Couleur Jaune clair Jaune verdatre | Jaune verdatre | jaune Jaune clair Jaune verdatre
Huile d’olive Huile d’olive Huile d’olive | Huile d’olive Huile d’olive Huile d’olive
Type de ’huile d’olive Vierge extra Vierge Vierge vierge vierge vierge
courante courante courante courante lampante
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1- Discussion des résultats portant sur I’étude réalisée sur les olives

Dans cette partie, il est question de discuter les caractéristiques pomologiques des
deux variétés d’olives les plus cultivées dans notre pays a savoir la Chemlal et I’ Azeradj ainsi

que la teneur de leurs fruits en polyphénols.
1.1. Caractérisation pomologique des olives

La caractérisation pomologique des olives est d’une grande importance pour
I’identification des différentes variétés et leur classification selon I’usage en agroalimentaire

(Variété d’olive pour I’extraction d’huile, variété d’olive de table ou variété a double fin).

La différence en poids, en longueur et en largeur parait importante entre la variété
Chemlal et la variété Azeradj. D’apres Loussert et Brousse (1978), les fruits de la Chemlal
sont relativement petits pesant en moyenne 2,5g environ. Et ceux de I’Azerzdj sont plus gros
avec un poids avoisinant les 3,5g. Ce qui confere a cette derniere variété son utilisation aussi
bien pour I’extraction de 1’huile que pour la consommation comme olives de table. D’apres la
classification de Del Rio et Caballero (1998), les variétés Chemlal et Azeradj appartiennent a
la catégorie des variétés d’olive dont le fruit est de poids moyen entre 2 et 4 g. Ces deux
variétés sont caractérisees par un poids moyens de fruit d’olives élevé par rapport aux deux
principales variétés de 1’oléiculture tunisienne, Chetoui et Chemlali Sfax qui ont des poids

moyens de fruit de I'ordre de 1.7g et de 1g respectivement (Lazzez et al.,2008).
1.2. Taux d’humidité

En comparant les résultats relatifs aux taux d’humidité des fruits d’olives a ceux
obtenus en Gréce par Boskou et al.,(2006), il ressort que nos fruits sont plus riches en eau
puisque ces auteurs notent une teneur en eau de I’ordre de 48 %. Un taux d’humidité élevé
constitue un probléme majeur lors de 1’extraction d’huile d’olives. Les eaux résiduelles de
végétation des olives appelées margines sont considérées comme polluants pour
I’environnement et leur évacuation est coliteuse. Toutefois, ces margines sont aussi une
source d’agents antioxydants trés recherchés pour leurs propriétés bénéfiques pour la santé.
Ce qui nous interpelle pour la valorisation de ces eaux riches en polyphénols mais aussi des
grignons d’olives qui peuvent étre utilisés comme produits organiques fertilisants,

combustibles et dans 1’alimentation des animaux (Nefzaoui, 1991).
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1.3. Teneur en polyphénols des drupes

Le dosage des polyphénols realise par la méthode du Folin-Ciocalteu (Li et al., 2007) a
I’aide d’une gamme d’étalonnage établie avec différentes concentrations d’acide gallique .
Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalant d’acide gallique par 100g de matiére
seche (mg EAG/100g MS). A la lumiere des résultats obtenus, il est a remarquer que les deux
cultivars algériens d’olive sont riches en polyphénols avec des teneurs respectives de 1053,88

mg pour Azeradj et 923, 69 mg pour100g de matiére séche pour Chemlal.

Plusieurs études se sont intéressées a la quantification des polyphénols dans les extraits
d’olives. Il est a citer les travaux de Benlarbi (2004) dans le nord -ouest Algérien sur les
olives de la variété Sigoise. Ces auteurs signalent des teneurs variant entre 431,6 et 2288

mg/100g de matiére séche.

Une étude similaire réalisée par (Bisset, 2011) a montré que les variétés d’olive de I’Est
Algérien (Batna) possédent un contenu en polyphénols del919, 29; 2664,88 et 2931,86

mg/100g, des variétés Chemlali, Farhi,et Beskri respectivement.

Par ailleurs, les variétés d’olive de Gréce sont caractérisées par des teneurs en polyphénols se
situant dans un intervalle de 82-171mg /100g de pulpe d’olive (Boskou et al., 2006). Les
variétés portugaises ont quant a elles une teneur de 165,76 mg/Kg de poids frais d’olive
(Malheiro et al., 2011). Au regard de ces données les extraits d’olive des variétés Azerad]j et

Chemlal peuvent étre considérées comme riches en polyphénols.

Le profil polyphénolique des olives peut varier sous I’influence de divers facteurs parmi
lesquels la variété, le climat, le degré de maturation (I’olive vert posséde plus de polyphénols
que l’olive noire) (Benlarbi, 2004). Il dépend aussi de la température et du solvant
d’extraction. Selon Sousa et al., (2008), la température élevée et le solvant constitué de 80%
méthanol : eau permet d’obtenir un grand rendement en polyphénols. Le phénomene de la
fermentation surtout lors des préparations des olives table est aussi considéré comme un
facteur inducteur d’une réduction du contenu phénolique de 32 a 58%. Ceci est expliqué par
leur diffusion dans la saumure entrainant une diminution des quantités de 1’oleuropéine et de
I’acide procatéchique avec une augmentation en hydroxytyrosol et en acide caféique (Ben

Othman et al., 2009).
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2. Discussion portant sur la qualité des huiles étudiées
2.1. Teneur en polyphénols

Le contenu en polyphénols dans 1’huile d’olive est parmi les caractéres pomologiques
les plus importants, car cette caractérisation permet de faire une identification et /ou une
distinction entre les différents variétés. Il est a noter I’importance de ses COmposés qui sont
des métabolites secondaires de la plante dans la stabilité et la protection des huiles contre
I’auto-oxydation. Ils jouent ainsi un rdle important dans la qualité¢ nutritionnelle d’huile
d’olive (Ollivier et al., 2004). Bien que ces substances ne soient pas encore des parametres
officiels de qualité, la classification d’une huile d'olive comme étant huile vierge est fortement
liée a leur présence. Une huile d’olive de bonne qualité doit contenir plus de 200 ppm en

polyphénols (Perrin, 1992).

Les polyphénols passent dans I’huile lors de son extraction. Les orthodiphénols (comme
I’hydroxytyrosol, 1’acide caféique et I’oleuropéine) présents dans I’huile d’olive sont
considérés comme des antioxydants naturels qui protégent 1’huile contre 1’oxydation, ils lui
conférent une meilleure stabilité lors du stockage, une saveur amere et une sensation de
piquant (Tanouti et al., 2011 ; Ollivier et al., 2004).

Les variations des teneurs en polyphénols observés peuvent étre due a la différence du degré
de maturité des olives avant trituration, mais dépend également de la variété et de la zone

géographique. (Garcia et al., 2003)

Selon Ocakoglu Dcrya (2008), les huiles d’oliveraie située en altitude se montrent plus riches

en phénols que celle des oliveraies des plaines.
2.2. Discussion portant sur les analyses organoleptiques de I’huile

L’intensité¢ de la couleur est généralement un caractére variétal, mais qui peut étre
influencée par le procédé d’extraction. La couleur jaune est due au broyage d’olive a compléte
maturité et la couleur verte des huiles est due a la présence de feuilles en trop grande quantité

lors de I’extraction (Alim et Zouambia, 2007).
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La couleur des huiles testées dans notre cas varie de jaune claire au jaune verdatre ; ces
résultats sont incluses dans la fourchette de la norme Conseil oléicole international, limité

entre le jaune clair et le vert.

L’aspect limpide des huiles est un signe de leur pureté et cela est le résultat d’un bon
effeuillage, lavage et séparation des phases, d’ou 1’élimination des impuretés susceptibles

d’interférer dans 1’aspect de 1’huile extraite (Almabouda et Khoumeri 2005).
L’ensemble de nos échantillons présente 1’aspect limpide préconisé par la norme.

La perception de la flaveur revéte un intérét particulier pour 1’évaluation de la qualité
de T’huile d’olive vierge. Deux groupes de constituants sont responsables de la flaveurs

caractéristique de 1’huile d’olive vierge :

-les composés volatiles tels que les aldéhydes, les alcools, les esters et les hydrocarbures qui

sont a I’origine des sensations olfactives.
-Les polyphénols qui sont responsables des sensations gustatives (Aberkane ,1992).

D’aprés Flahault (1997), I’hydroxytyrosol est un composé  phénolique qui se trouve dans
les huiles de bonne qualité, contrairement aux acides phénoliques et au tyrosol qui se trouve

dans les huiles de mauvaise qualité.

Les résultats de la dégustation de nos différents échantillons montrant qu’appart les
échantillons qui présentent des attributs positifs (fruité, Amer et piquant), les échantillons de
Larabaa et Tipaza présentent des attributs négatifs (notamment les attributs rance, Vineux et
chdmé) a des intensités différentes. Solen Bouchekkif (1999), les composés responsables de

I’odeur rance sont produits au cours de la deuxiéme phase d’oxydation.
2.3. Discussion portant sur les analyses physico-chimiques de I’huile

Les différentes qualités des huiles d’olive vierges : «Extra vierge», «vierge», «vierge
courante »et «vierge lampante», sont definies en fonction des criteres physicochimiques
(Acidité libre, Indice de peroxyde, Absorbance dans L’U.V) et des critéres organoleptiques
(My Mustapha et al., 2006)
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2.3.1. Acidité

L’acidité libre des huiles d’olive qui résulte de I’hydrolyse des triglycérides est
exprimée par le pourcentage d’acide olé¢ique. Dans le cas présent 1’échantillon de Tipaza
présente une valeur de 4,51 % d’acide oléique. Ce taux est ¢levé par rapport aux normes
préconisees par le COIl 2010, qui se situent entre 1 a 3 % pour les huiles consommes

directement. Les 5 autres échantillons ont un taux d’acidité compris dans les normes.

Almabouda et Khoumeri (2005), dans une étude portant sur trois échantillons d’huile

d’olive, ont trouvé des taux d’acidité €¢levés de 1’ordre de 5,56 ; 6,33 et 7,52 %.

Aberkane (1992) qui a analysé 26 échantillons d’huiles d’olive Algériennes, a souligné que
10 échantillons présentent des acidités largement éleveées, atteignant parfois méme les 10,8 a
13%.

D’aprés Grati-Kamoun, (2007) I’acidité est liée a plusieurs paramétres : au systéme et a la
date de la récolte, a 1’état sanitaire des olives, au mode de conservation des drupes et aux
techniques d’extraction de 1’huile. Elle dépend aussi de la teneur de 1’huile en humidité et en
impuretés. Cette acidité est le résultat de I’hydrolyse des triglycérides sous 1’action des
enzymes contenus dans le fruit de ’olivier. (Il semblerait qu’il existe deux types de lipases

localisées dans I’endosperme et le mésocarpe) (Bouchekkif, 1999).

Les mémes enzymes peuvent &tre synthétisées par des bactéries, des levures et des
moisissures qui se développent lorsque des drupes sont endommageées et sont en mauvaise état
de stockage .Ce phénomene d’altération aboutit a la formation de glycérol et d’acide gras

libre et dans une moindre mesure d’acide gras a chaines courtes (Aberkan, 1992).

Il est parfaitement admis que ’altération des olives entre la cueillette et la trituration est la
principale cause de diminution de la qualité des huiles. Ceci se traduit pratiquement par une
acidification et un rancissement. Cependant, le gaulage reste le moyen le plus utilisé lors de
la cueillette des olives, bien que ce procédé soit le moins indiqué, en raison des dommages

causés aux fruits et aux jeunes pousses (Loussert et Brousse, 1978).
2.3.2. Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde estime ’état d’autoxydation de 1’huile ; c’est un mécanisme lent

mais inéluctable. En effet, les corps gras peuvent s’oxyder en présence d’oxygeéne et de
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certaine facteurs (température élevée, eau, enzyme, trace de métaux Cu, Fe....) (Tanouti et
al., 2011).En particulier, deux types d’oxydation peuvent étre distingués : 1’auto-oxydation et
la photo-oxydation. Dans les deux cas, un radical libre se forme a partir d’un acide gras
insaturé qui réagit avec une autre molécule d’oxygene provoquant la formation d’un radical
peroxydique, ceci réagit avec une autre molécule d’acide gras et forme par la suite un
hydroperoxyde (auto-oxydation). Dans le cas de la photo - oxydation, les radiation
lumineuses (U.V) excitent une molécule du pigment (par exemple le chlorophylle) qui initie

le processus de 1’oxydation en présence d’oxygéne (Osawa et al ., 2007).

L’ensemble des huiles d’olive étudiées présentent des valeurs d’indice de péroxyde
acceptables et ce malgré les variations observées. Celles-ci se traduisent par une faible teneur
de péroxyde dans nos échantillons. Flahault (1997), ceci pourrait s’expliquer par la présence
de substances antioxydants naturelles tels que les polyphénols qui assurent a huile sa stabilité

au rancissement.

Toutefois deux échantillons (celui de Médéa et de Tipaza) présentent des teneurs élevées en
indice de peroxyde, et peuvent étre expliquées par une phot-oxydation, sensibilisées par les
pigments chlorophylliens, et conduit a la formation des hydro peroxydes. Ceci se traduit par
I’apparition de défauts organoleptiques et une peroxydase plus élevée. (My Mustapha et al,
2006).

Le phénomene d’oxydation des acides gras conduit a D’apparition d’une flaveur
caractéristique « rance ». Il aboutit aussi a des modifications dans les propriétés
organoleptiques chimiques et nutritionnelles de I’huile. Ces altérations affectent de ce fait la
qualité marchande du produit (Judde, 2004).

2.3.3. Indice d’iode

L’indice d’iode nous donne des indications sur 1’état d’instauration de nos huiles
(Douzane, 2002). Tous nous huiles présentent des valeurs presque identiques et conformes a

la norme établies par le C.O.l.et qui sont comprises entre 74 et 94 (mg/100g).
2.3.4. Indice de réfraction
L’indice de réfraction est une relation avec la composition chimique des constituants de

I’huile (Bouchkkif, 1999). C’est également un critére important de pureté de 1’huile. Il
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augmente avec la longueur de la chaine et avec I’augmentation de 1’insaturation (ollé , 2002).
Les valeurs de I'indice de réfraction, paramétre qui détermine le degré d’insaturation des

acides gras entrant dans la composition des matieres grasses (Talbot, 1983).

Nous huiles d’olive étudiés présentent des valeurs d’indice de réfraction acceptables qui Se

situent dans les normes.
2.3.5. Absorbance
L’absorbance a 232 nm de nos échantillons est conforme aux normes.

L’extinction a 270 nm est un critére qui nous permet de juger la présence des
composés d’oxydation secondaire. L’absorbance a 270 nm de nos échantillons est conforme a
la norme, sauf pour les échantillons de Médéa (0,320) et Tipaza (0,310) qui présentant des

valeurs supérieurs a la norme qui est de 0,3.

Ces valeurs ¢élevées sont due a la richesse de ces huiles en composés secondaires d’oxydation

engendrés par les hydro-peroxydes lors d’une oxydation avancée. (Alim et Zouambia, 2007).
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Conclusion :

Cette étude est réalisée pour connaitre certaines caractéristiques de deux variétés d’olives

et des huiles de quelques régions d’Algérie.

La description pomologique des olives des deux variétés étudiées ; Chemlal et Azeradj
de point de vue morphologique, pondéral, ainsi que le taux d’humidité, a montré des
différences qui sont la conséquence du patrimoine génétique mais aussi en rapport avec le site
géographique. Généralement, les deux variétés Azezadj et Chemlal ont des fruits relativement
petits avec des poids moyens qui oscillent entre 1,8g et 3,9 g. Ce sont des variétés a I’huile

méme si I’ Azeradj est aussi utilisée comme variété de table.

La caractérisation quantitative des extraits phénoliques d’olive a révélé la richesse des
olives étudiées en polyphénols. Dans ce contexte, il est trouvé que les variétés Azezadj et
Chemlal sont caractérisées par des teneurs importantes de 1’ordre de 1053,88 et 923,69mg

EAG /100g respectivement.

# Un autre paramétre a été étudié, ¢’est la composition en polyphénols totaux des différents

échantillons d’huile. Les résultats montrent que les huiles Bejaia, Blida (Bougara et
larbaa), Médéa et Sétif ont une teneur en polyphénols totaux plus élevée que I’huile de
Tipaza. Les polyphénols qui passent dans I’huile lors de son extraction sont considérés
comme des antioxydants naturels qui la proteégent contre 1’oxydation. Ils lui confeérent une
meilleure stabilité lors du stockage, une saveur amére et une sensation de piquant.

Les criteres organoleptiques s’averent nécessaires pour classer les huiles d’olive. Ceci
constituerait probablement un moyen pour distinguer les huiles d’olive selon leur origine,

le moyen et les conditions de leur extraction.

Les caractéristiques physico-chimiques jouent un r6le prépondérant en mettant en
évidence la qualité de toute huile d’olives. Les résultats obtenus pour nos échantillons varient
d’un critére a un autre et dépendent aussi de la provenance des huiles ; de Bejaia, de Bougara,

de Larbaa, de Médea, de Sétif et de Tipaza. Il est noté respectivement pour:

“ L’acidité % : (0,98 ; 2,89; 1,83; 2,96 ; 2,11 ; 4,51) ; ou toutes les huiles ont des valeurs
conformes a la norme.
# L’indice de peroxyde (meq g d’O2/kg) : (12.5, 14, 7, 20.5, 15, 24.5) ; les huiles Médéa et

de Tipaza présentent des valeurs supérieures a la norme.
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# L’absorbance dans ’UV :

*K232 nm:( 1,837; 2,347; 2,202; 2,296; 2,174; 1,981); toutes les huiles

ont des valeurs conformes a la norme.

*K270 nm:( 0,200; 0,220 ; 0,221; 0,320 ; 0,210 ; 0,310) ; I’huile de Bejaia, de
Bougara, de Larbaa et de Sétif sont conformes a la norme. Alors que celles de Médéa et

Tipaza dépassent les valeurs préconisées.

# L’indice d’iode (mg/100g): (79,40 ; 93,90 ; 93,17 ; 82,48 ; 86,29 ; 94.02) ; toutes les
huiles ont des valeurs conformes a la norme.
# L’indice de réfraction : 1 ,4678 ; 1,4683 ; 1,4686 ; 1,4694 ; 1,4692 ; 1,4704) ; toutes les

huiles ont des valeurs conformes a la norme.
Suite a ces analyses on a pu classer nos huiles comme ci-dessous :

v L’huile Bejaia est une I’huile d’olive vierge extra.
v' Les huiles Blida (Bougara et larbaa), Médéa et Sétif sont des huiles d’olive vierges
courantes.

v L’huile Tipaza est une I’huile d’olive vierge lampante.

Il en ressort que 1’échantillon de Bejaia est le seul qui répond a toutes les conditions
nécessaires pour classer une huile dans la catégorie de bonne qualité. Elle serait la plus
intéressante pour la santé humaine et pourrait concurrencer d’autres huiles sur le marché
international. Pour les autres huiles, méme si elles peuvent étre consommées sans danger, leur

commercialisation et surtout leur exploitation reste impossible.
En perspective, il est intéressant de complété notre travail par :

¢ Une analyse des sols des sites d’origine des huiles.

% Une étude approfondie des conditions de stokage, de trituration des olives pour
mettre la lumieres sur les causes de la déteriration de la qualité des huiles
Algériennes.

% Deétermination du profil des acides gras par chromatographie en phase gazeuse ,
pour les huiles d’olive.

% effectuer d’autres analyses, telles que les dosages des composés mineurs de

fraction insaponifiable.

» L’évaluation in vitro de I’effet antioxydant des extraits phénoliques d’olive.
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+ Réalisation des analyses fines telle que la détermination de la teneur en cires et

érythrodiol, le dosage des stérols des dialcools.
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CHAPITRE II MATERIEL ET METHODES

1. Lieux et dureée de stage

L’¢tude pomologique concernant les olives des deux variétés Azeradj et
Chemlal est effectuée au moment de la récolte soit durant le mois de decembre 2014.
L’extraction et I’identification des polyphénols des olives quant a elle est réalisée de
mois de mars au mois de juin 2015. L’ensemble de ces étapes ont été faites au
niveau de laboratoire de recherche sur les plantes médicinales et aromatiques du
département de biotechnologie de [1’universit¢ Blida 1. Les analyses physico-
chimiques sont effectuées au niveau du laboratoire de chimie du département de
biotechnologie de ’'université de Blida 1 de mars a mai 2015.

2. Matériel :

Dans cette partie, le matériel végétal et sa provenance ainsi que le matériel de
laboratoire sont présentés tour a tour.

2.1. Matériel végétal

Les échantillons d’olives utilisés dans cette étude ont été collectés durant le mois de
décembre 2014 au niveau de la commune de Bougara (wilaya de Blida). Notre choix a été
orienté vers deux variétés d’olives, la variété Chemlal (C), et Azeradj (A). Ces variétés sont
utilisées initialement pour 1’extraction d’huile mais aussi comme olives de table dans le cas de

I’ Azerad;.

Les six échantillons d’huiles d’olive, proviennent quant a eux des régions suivantes :
Bejaia, Blida (Bougara et Larbaa), Médéa, Tipaza et Sétif. Tous les échantillons sont
récupérés au niveau des huileries modernes a part celui de Bejaia qui lui est issue d’une

huilerie traditionnel.

L’échantillon d’huile de Bejaia est issu de la variété Limli, celui de Bougara de Chemlal

et celui de Larbaa d’Azeradj. Les 3 autres échantillons appartiennent a un mélange variétal.

2.1.1. Présentation de la zone d’étude

Les régions dont les 06 échantillons d’huiles sont issus a savoir Bejaia, Blida,

(Bougara et Larbaa), Médéa, Tipaza et Sétif sont représentées dans la Figure 7.
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[ Algerie ]

Figure 07 : Carte oléicole des zones d’échantillonnage.

2.1.1.1.Présentation de la wilaya de Bejaia:

La situation géographique de Bejaia ainsi que le climat qui la caractérise sont
présentés dans ce qui suit.

a. Situation géographique:
La wilaya est située au nord-est du pays, sur le littoral méditerranéen. Elle est limitée par :
La mer méditerranée au Nord,
La wilaya de Jijel a L’Est,
Les wilayas de Sétif et Bordj-Bou-Arreridj au Sud,

Les wilayas de Tizi Ouzou et Bouira a 1’ouest.
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b. Leclimat
Cette région située au niveau du littoral qui a un climat doux. Elle bénéficie des

influences de la mer et recoit en moyenne 800 a 1100mm de pluie par an.

L’oléiculture dans la wilaya de Bejaia occupe une place importante et représente 66% de la
superficie arboricole de la région. Elle arrive en téte de classement dans la production d’huile
d’olive.

2.1.1.2.Présentation de la wilaya de Blida

Dans cette région 2 communes a savoir Bougara et Larbaa sont
concernées par 1’échantillonnage de I’huile.

a. Situation géographique:

La wilaya de Blida est située dans le Tell central, elle est délimitée :

. au nord, par les wilayas d’Alger et de Tipaza ;
. a l'est, par les wilayas de Boumerdes et de Bouira ;
. a l'ouest, par la wilaya d'Ain Defla ;
. au sud, par la wilaya de Médéa
b. Climat

L'Atlas tellien protege la wilaya de Blida des vents secs du sud en provenance des
Hauts Plateaux. Cette protection permet a la région de bénéficier d'un climat méditerranéen
propice a l'agriculture. La pluviométrie est généralement plus importante dans les montagnes
que dans les plaines. Les précipitations sont plus importantes en mois de décembre, janvier et

février. Elles avoisinent les 800 mm par année.

L’oléiculture a Blida occupe une place moins importante par rapport aux autres cultures

fruitieres.
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2.1.1.3. Présentation de la wilaya de Médea
a. Situation geographique:

La wilaya de Médeéa est située dans le centre du pays au cceur de 1'Atlas tellien, elle
consiste une zone de transit et un trait d'union entre le Tell et le Sahara, et entre les Hauts

Plateaux de I'Est et ceux de I'Ouest. Elle est délimitée :

. au nord, par la wilaya de Blida ;
. a l'ouest, par les wilayas d’Ain Defla et Tissemsilt ;
. au sud, par la wilaya de Djelfa ;
. a l'est, par les wilayas de M'Sila et Bouira.
b. Climat

Le climat de Médéa se distingue par des caractéristiques dues a sa position sur les
monts de I ‘Atlas tellien et son altitude qui atteint 1240 m ainsi qu'a son exposition aux vents

et aux vagues de courants venant de I ‘Ouest.

2.1.1.4. Présentation de la wilaya de Sétif
a. Situation géographique

La wilaya de Sétif est située dans I'Est Algérien, dans la région des hauts
plateaux. Elle est distante de la Capitale Alger de 300 Kms, et s‘éléeve all00 m
d'altitude.

La Wilaya est limitée par les wilayas suivantes :
Au Nord: par Jijel et Bejaia
A TEst: par Mila
Au Sud: par Batna et Msila
A 1’Ouest: par Bordj-Bou-Arreridj
b. Le climat

De nombreux facteurs interviennent pour déterminer le climat de la wilaya de Sétif, et

qui sont:
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L'altitude estimée a 1100 m, I'¢loignement de 100 Kms de la mer méditerranée, sa situation
sur les hauts plateaux de I'Est et le fait qu'elle soit, bien sOr, entourée de montagnes. La
conjugaison de ces facteurs fait que la wilaya de Sétif jouit d'un climat continental semi-aride
se caractérisant par des étés chauds et secs et des hivers pluvieux et froids. La région
enregistre en hiver une importante pluviométrie, mais qui n’est pas uniforme pour toutes les
zones, en effet, si la zone du Nord regoit 700 mm annuellement, la zone des hauts plateaux ne

recoit que 400mm par an.

La wilaya de Sétif se caractérise par une oléiculture de montagne spécialisée dans la

production d’huile d’olive, mais la production est tres fluctuante d’une année a une autre.

2.1.1.5. Présentation de la wilaya de Tipaza
a. Situation géographique

La Wilaya est limitée par les wilayas suivantes :
La mer méditerranée au Nord,

A I’Est: par Alger

Au Sud: par Blida et Ain dafla

A 1’Ouest: par Chlef

b. Leclimat:

Tipaza, qui est soumis a I’influence conjuguée de la mer, du relief et de ’altitude, présente
un climat de type méditerranéen est caractérisé par la rareté des précipitations estivales. Et

recoit une pluviométrie moyenne annuelle de 680 mm.

Les températures varient entre 33 °C pour les mois chauds de I'été (juillet, aodt), a 5,7 °C pour

les mois les plus froids (décembre a février).

La majorité des surfaces oléicoles de cette wilaya se localisent dans des régions

montagneuses.
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2.2. Matériel de laboratoire

Le mateériel utilisé au laboratoire est représenté en Annexes.
v" Verreries : annexe n°3
v’ Appareillages : annexe n°4

v' Réactifs et solutions : annexe n°5

2.3. Echantillonnage

Les échantillons d’huiles ont été prélevés dans des flacons en verre fumé d’une
capacité de 150 ml. Ces flacons ont été remplis a 9/10 de volume avec un étiquetage qui

comporte les informations suivantes:

v" Lieu de I’huilerie
v" La date d’extraction de ’huile.

v La variété d’olivier et le mode d’extraction de cette huile.
Les échantillons sont placés dans un réfrigérateur a +4°C.
3. Méthode
3.1. Etude sur les olives
3.1.1. Caractérisation physique ou pomologique des olives

L’étude des paramétres pomologiques des olives a été réalisée dans le but de
I’identification variétale, elle consiste a la détermination du poids moyen, de la largeur et de la
longueur moyenne de ces drupes. Le taux d’humidité et la teneur en polyphénols des pulpes

d’olive des deux cultivars ont été¢ également étudiés.

3.1.1.1 Détermination du poids, la largeur et la longueur moyenne des échantillons

d’olives

Des échantillons aléatoires de 50 fruits sont peses pour déterminer le poids frais
moyen, la largeur et la longueur moyenne sont obtenues a 1’aide d’un pied —coulisse. La

figure 08 illustre la différence entre les drupes des deux variétés.
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Figure 8: Fruits et feuilles des variétés d’olive

3.1.1.2. Teneur en eau

Apres le dénoyautage des olives a 1’aide d’un mortier, il est déposé dans des boites de
Pétri préalablement pesées, la pulpe d’olives (chaque variété dans une boites). Ces boites sont
ensuite recouvertes d’un film de papier aluminium résistant a des températures élevées. Les

fruits seront séchés dans une étuve a 105°C pendant 42 heures.

Une fois que la pulpe sera seche, on pesera de nouveau les deux plateaux pour déterminer le

poids sec de la pulpe. La teneur en eau est calculée par la formule suivante :

H% = M1-M2/M1 x 100

H% : Teneur en eau.
M1 : Poids frais.
M2 : Poids sec

Nous avons déterminé la moyenne des pourcentages d’eau apres réaliser trois répétitions pour

chaque variété dans les mémes conditions.

La matiére séche (MS) est obtenue comme suit :

MS % = 100- H%
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3.1.2. Extraction des polyphénols de pulpe d’olive

Pour I’extraction des polyphénols de la pulpe d’olives, les fruits des deux variétés sont
soumis a un dénoyautage et a un séchage a 1’étuve a 40°c puis a un Broyage a 1'aide d’un

moulin a café de type Moulinex pour obtenir un échantillon grossierement moulu (Figure09).

Le matériel végétal obtenu a été conservé dans des flacons ombrés, dans le congélateur pour

les analyses ultérieures.

Fruits ) Séchage a Broyage a I’aide Echantillon
d’olive Denoyautage I’étuve a 40°C d’un moulin a grossicrement
café moulu

Figure 09 : Procédure suivie pour la préparation des échantillons d’olives destinés a

I’extraction des polyphénols.

Pour une premicre extraction on ajoute a 25g de I’échantillon préparé comme mentionné
précédemment 175ml du mélange MeOH-Eau : 80% (v/v), le mélange est soumis a une
macération avec agitation a 1’aide d’un vortex pendant 12 heures (Figure 10). Aprés une
filtration sous vide effectuée a travers un entonnoir (N° 4), le filtratl est évaporé sous pression
a 1’aide d’un rotavapor de type Heidolph (figure 11) pour une élimination totale du méthanol
et I’obtention d’un extrait aqueux 1. Le premier résidu a été récupéré pour une deuxiéme
extraction hydromethanolique (MeOH-Eau : 50% (v/v), puis le mélange a été agité par un
vortex, pour une durée de 6 heures, le mélange obtenu a été centrifugé a une vitesse de 3000 g
pendant 10 minutes. Le surnageant a été évaporé sous pression tout comme pour le filtratl.

Les deux extraits combinés ont été soumis ensuite a une délipidation par I’hexane.
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25¢g de pulpes des olives séchées et

grossiérement moulues

Extraction | : Met OH /H ;0 80% v/v
(Volume 250ml)
(Macération avec agitation 12h)

-Filtration sous vide : Entonnoir N°4

v v

Filtrat 1 Résidu
-Evaporation -Extraction 2 : Met OH / H ,0 50% v/v
sous pression : (volume 250ml) (Macération avec
Rotavapor agitation ,6h)
de type Heidolph - Centrifugation : 3000 t 10min
température 40°

A 4 A 4 ‘L
[ Extrait 1 ] [ Surnageant ] [ Culot ]

-Evaporation sous pression :
Rotavapor Heidolph a température

40°C
Extrait brut Extrait 2
combiné

[ Extrait brut déshuilé ]

Figure 10: Schéma qui représente la procédure suivie pour 1’extraction des polyphénols

d’olive.
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Figure 11 : Evaporation sous vide par rotavapor de type Heidolph

3.1.3. Le taux de polyphénols des olives :
3.1.3.1. Dosage des polyphénols totaux par colorimétrie (méthode de FolinCiocalteu)

Le dosage des polyphénols totaux par la méthode utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu a été décrit en 1965 par Singleton et Rossi. Depuis, son utilisation s'est largement

répandue pour caractériser les extraits végétaux d'origines plus diverses.

Le réactif de Folin Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d'acide
phosphotungstiqgue (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Il est
réduit lors de l'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleus de tungstene et de
molybdéne (Ribéreau, 1968). La coloration produite, dont I'absorption maximum a 765nm
est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Boizot et
Charpentier, 2006).

Dans le cas présent, 100 pl de I’extrait brut méthanolique sont mélangés a 200 pl du réactif de
Folin et 3,16 ml de H ,0. Le mélange est incubé a température ambiante pendant 3 minutes.
Ensuite 600 ul de la solution carbonate de sodium (Na,COg3) anhydre 20 % sont ajoutés au
mélange. Les composés phénoliques totaux sont déterminés a I’aide d’un spectrophotométre a
UV (Ultra-Violets) visible aprés 2 heures d’incubation a température ambiante par mesure de
I’absorbance a une longueur d’onde de 765 nm. On prépare dans les mémes conditions un
témoin avec de l'eau distillée a la place de la solution de I’extrait brut. La quantification est
faite selon une gamme-étalon établie dans les mémes conditions avec de I'acide gallique (0 a

100 pg/ml). Les résultats sont exprimés en équivalent d’acide gallique par ml d’extrait.
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v" Courbe étalon :

Pour préparer un courbe étalon, 0, 1, 2, 3, 5, et 10 ml de la solution courante d’acide
gallique ont été ajoutés dans un ballon jaugé de 100 mL, puis le volume a été complété a 100
mL d’eau distillée. Ces solutions avaient des concentrations en phénol de 0, 50, 100, 150, 250,

et 500 mg/I d'acide gallique.
v Solution courante d'acide gallique ou acide 3, 4, 5-trihydroxybenzoique

Pour préparer cette solution, la procédure suivante a été effectuée. Dans un ballon jaugé de
100 mL, 0,5 g d'acide gallique sec ont été dissous dans 10 mL d'éthanol puis le volume a été
complété avec de I’cau distillée. Il peut étre ouvert quotidiennement, mais au magasin ils le

maintiennent fermé dans un réfrigérateur jusqu'a deux semaines.
v Solution de carbonate de sodium.

200 g de carbonate de sodium anhydre ont été ajoutés dans 800 mL d'eau distillée puis
la solution a été portée a ébullition. Apres refroidissement, quelques cristaux de carbonate de
sodium ont été ajoutés, et apres 24 heures, la solution a été filtrée et son volume a été ajusté a
1L.

Les résultats sont ainsi exprimés en mg d’équivalent d’acide gallique par 100 g poids sec de la

pulpe (mg EAG/100g). Toutes les mesures sont répétées 3 fois.

3.2. Méthodes d’analyses ayant porté sur I’huile
3.2.1. Teneur en polyphénols d’huile d’olive

Pour I’extraction des polyphénols de la fraction apolaire on préceéde a la méthode de
Vassiliki et al.,(2009), 1g d’huile est dissoudre dans 5ml d’hexane, puis 5ml du mélange
méthanol/ eau (60 :40 , v/v) sont ajoutés. Une agitation par un vortex, ainsi qu’une
centrifugation a 3500 t pendant 10 minutes est effectuée. On obtient deux fractions ; une
couche apolaire et I’extrait polaire utilisé pour le dosage des polyphénols dans 1’huile d’olive

par la méthode colorimétrique du Folin- Ciocalteu.
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e

Phase organique ]

Phase aqueuse

centrifugation séparation des deux phases

Extrait de polyphénol
(Phase aqueuse)

Figure 12 : Extraction liquide- liquide (par solvants organiques).

3.2.2. Analyses organoleptiques
3.2.2.1. Dégustation :

La dégustation des huiles d’olive est faite suivant la méthode prescrite par le

C.0.1.T.20/Doc. n° 15/Revue 3 novembre 2010.
> Matériel
- Plaque chauffante ;
- Feuille de profil et un crayon ;
- Des tranches de pomme ou de 1’eau.
» Conditions de I’essai
- Echantillon de I’huile a analyser est présenté dans des béchers en verres.

- Chaque bécher doit étre marqué au moyen d’un systeme inodore, d’un code composé des

chiffres ou des chiffres et de lettres pris au hasard.
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- Déterminer des attributs positifs et négatifs de 1’échantillon et les noter dans la feuille de
profil (annexe 07). Cette derniere porte une eéchelle graduée de 1 a 10 présentant les intensités

des différents attributs.

> Critéres olfactifs

* Principe

Le dégustateur approchera 1’ouverture du verre de son nez et pratiquera de bréves
inspirations (environ trois fois) c’est le «flairage» qui augmente énormément le débit de 1’air

sur la muqueuse olfactive.

Le dégustateur renouvellera cette opération de «flairage »tant que la ou les odeurs dominantes

ne sont pas bien identifiées.

> Critéres gustatifs
* Principe

Apres une ou deux minutes de repos, le dégustateur peut procéder a I’étape suivante

consistant a analyser le produit en bouche.
» Interprétation
- les dégustateurs notent les résultats obtenus sur la fiche de profil.
3.2.2.2. Détermination de ’aspect et de la couleur a + 20°C pendant 24h :
L’aspect et la couleur sont déterminés selon la méthode prescrite par  COIL20/DOC n°15

Ceci consiste a observer I’aspect de I’huile aprés une exposition de 24 heures a une

température de + 20°C (Figure 13).
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Apres 24 heures

Figure 13: Aspect de couleur de I’huile d’olive étudiée
v" Mode opératoire

- Peser 10g d’huile dans une fiole conique ou un bécher en verre transparent bien nettoyé et

séché ;
- Laisser la fiole a une température de + 20°C a I’abri de la lumiére pendant 24 heures.

- Aprés ce temps écoulé, noter I’apparence et la couleur en utilisant un arriére-plan blanc

afin d’éviter toute interférence de la couleur du milieu avec la couleur réelle de I’huile.
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3.2.3. Détermination des criteres physico-chimiques :
3.2.3.1. Détermination de I’acidité libre:
La détermination de 1’acidité s’est faite selon la méthode CEE 2568-1991 équivalente
a la méthode 1SO 660-1996.
> But

La détermination de 1’acidité exprimée en pourcentage d’acide oléique présent dans 1’huile,

nous informe sur 1’état d’hydrolase des triglycérides.
» Principe

Mise en solution d’une prise d’essai dans un mélange de solvants (oxyde di-
éthylique /éthanol). Puis titrage des acides gras libre présents a I’aide d’une solution

d’Hydroxyde de potassium.

Avant apres

Figure 14 : résultat de 1’acidité (virage de la coulure vers rose claire)
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» Mode opératoire

-prélever dans une fiole conique une prise d’essai de 25mg+ 1 d’huile d’olive (pesée a I’aide

d’une balance analytique) ;

-Dissoudre la prise d’essai dans 50 ml (25 :52 , v /v) du mélange Ether di-éthylique /Ethanol
(CHCI3/CH3-CH2-0O-CH; -CHpg), préalablement neutralisé ;

-Titrer en agitant avec la solution de Hydroxyde de potassium (KOH) a0, 1 N en présence de
quelques gouttes de phénolphtaléine (C,OH1404) jusqu’au virage de la coloration (apparition

de la couleur rose, persistante durant au moins 10 secondes).
-Parallélement a la détermination, effectuer un essai a blanc (Témoin) ;

-Effectuer deux déterminations sur le méme échantillon.

» -Expression des résultats

L’acidité est exprimée en (%) de masse :

L’acidité =V.C.M.100 /1000.m=V.C.M /10.m

Ou:
V : le volume en millilitres de la solution titrée de KOH utilisée ;
C : la concentration exacte en mole /litre de la solution titrée de KOH ;
M : la masse molaire, en gramme /mole de 1’acide Oléique (282g /mole) ;
m : la masse en gramme de la prise d’essai.

-Prendre la moyenne arithmétique des deux déterminations comme résultat.

> -Norme

La norme de I’acidité, préconisée par le COI(2006) est de 3,3% pour les huiles d’olive vierges

propres a la consommation en état.
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3.2.3.2. Détermination de I’indice d’acide
> Principe

Le principe et le mode opératoire pour la détermination de 1’indice d’acide sont les méme

que ceux de I’acidité.
> Expression des résultats

-L’indice d’acide peut €tre calculé a partir des résultats obtenus pour la détermination de

P’acidité.

-L’indice d’acide est exprimé en mg de KOH par gramme d’huile.

L’indice d’acide =56,1xVxC /m

-Ou
V, m et C ont les mémes significations que 1’équation d’expression de ’acidité.

56,1 est la masse molaire exprimé en gramme par mole de KOH

3.2.3.3. Détermination de I’indice de peroxyde

La détermination de I’indice de peroxyde s’est faite selon la méthode CEE

2568 1991équivalente a la méthode 1SO 3960_1989.
» But

La déterminant on I’indice de peroxyde est trés importante, il nous informe sur I’état

d’oxydation de I’huile d’olive.
» Principe

Mettre la prise d’essai dans une solution d’acide Acétique et de chloroforme et traiter
par une solution d’iodure de potassium .L’iode libér¢ est titré¢ avec une solution de Thiosulfate

de Sodium.
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» Mode opératoire

-Peser 1,2 a 2 g d’huile d’olive dans un Erlenmeyer a col rodé de capacité de 250ml environ

(muni d’un bouchon en verre rod¢) ;
-Ajouter a la prise d’essai 10 ml de Chloroforme, dissoudre rapidement la prise en agitant ;
-Ajouter 15 ml d’acide acétique (C,HsOy), puis 1 ml de solution lodure de potassium.

-Boucher aussitot le flacon, 1’agiter pendant une minute et I’abandonner pendant cing

minutes a I’abri de la lumiére.

-Ajouter 75 ml d’eau distillée. Titrer en agitant vigoureusement et en présence d’empois
d’amidon comme indicateur, I’iode libéré avec la solution de thiosulfate de sodium (Na

2504)0.01N.

-Effectuer sans le corps gras un essai a blanc.

-Effectuer deux déterminations pour le méme échantillon.
» Expression des résultats

L’indice de peroxyde est exprimé en milliéquivalent d’oxygene actif par KG

d’échantillon :

L’indice de peroxyde = (V2x V1) x1000 x T /M

Ou:
V2 : le volume en ml de la solution de (Na;S04)0,01 utilisée pour I’essai ;
V1 : le volume en ml de la solution de (Na,SO,) utilisée pour I’essai a blanc ;
M : la masse de la prise d’essai en gramme ;
T : la normalité de (Na,SO,) 0.01N

-Prendre comme résultat la moyenne arithmetique des deux déterminations effectuées.

> Norme
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La norme de I’indice de peroxyde, préconisée par le COI(2006) est de 20Meq g

d’0,/Kg pour les huiles d’olive vierges propres a la consommation en état.
3.2.3.4. Détermination ’indice d’iode

La détermination de I’indice d’iode s’est faite selon la méthode T60 203 1968.
» But

C’est le nombre de grammes d’halogéne (iode) fixé par 100 g de matiere grasse dans des

conditions normalisées.
» Principe

L'indice d'iode mesure le degré d'instauration des acides gras contenus dans une huile. Il

peut étre déterminé selon la méthode de WIJS.
» Mode opératoire

-Peser 0.25g d’huile d’olive dans un Erlenmeyer a col rod¢ de capacité de 250ml environ

(muni d’un bouchon en verre rodé) ;

-Ajouter a la prise d’essai 15 ml de Chloroforme, dissoudre rapidement la prise en agitant, et
25 ml de réactif de WIJS.

- Boucher aussit6t le flacon et 1’abandonner pendant 30 minutes a ’abri de la lumicére.
-Ajouter 10 ml d’une solution d’iodure de potassium KI a 10% et de 100 ml d’eau distillée.

-Titrer par le thiosulfate de sodium 0.1 N en agitant énergiquement jusqu’a ce que la
coloration jaune ait presque disparue.

-Ajouter 5 ml de solution d’amidon a 1% et continuer le titrage en agitant énergiquement en

ajout goutte a goutte le thiosulfate de sodium a 0.1 N jusqu’a disparition de la coloration
Effectuer sans le corps gras un essai a blanc.

-Effectuer deux déterminations pour le méme échantillon.

> Expression des résultats
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L’indice d’iode(Ii)= (1.269(Vo-V1))/M

- Vo = volume en ml de thiosulfate exigé par le témoin
- V1= volume en ml de thiosulfate exigé par 1’essai
- M=poids (en g) de I'essai

» Norme
La norme de I’indice d’iode, préconisée par le COI1(2006) est de 74 a 94 mg/100g

pour les huiles d’olive vierges propres a la consommation en état.
3.2.3.5. Indice de réfraction

La détermination de 1’indice de réfraction selon la méthode ISO 6320-1996.

> But

L’indice de réfraction est le rapport de la vitesse de la lumicre a une langueur d’onde

définie dans le vide a la vitesse dans 1’huile.
> principe

Pour mesurer l'indice de réfraction des huiles, nous avons utilisé le réfractométre d'ABBE

convenable, de I’indice de réfraction de I’huile de I’olive a une température constante a 20°C.
» Mode opératoire

-Nettoyer la lame du réfractometre en utilisant du papier joseph.

-Etalonner I’appareil par de 1’eau distillée dont I’indice de réfraction est égale a+1.333

-Nettoyer la lame du réfractométre puis en déposer quelque goutte d’huiles et régler le cercle
de chambre sombre et claire dans la moitié et effectuer la lecture des résultats en tenant

compte de la température ambiante.

-Nettoyer la surface du prisme avec un chiffon doux puis avec I’hexane.

» Expression des résultats
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Si la différence entre la température de mesurage t; et T de référence t est inférieure a 3°C.

L’indice de réfraction np' (& température de référence t) est donnée par la formule :

Sitl>T:np' + (t1-T) F

Sitl<T:np' + (T-tl) F

np' : ’indice de réfraction
t; : est la température de mesurage
T : est la température de référence
F : est la facture de correction égale a 0,00035 pour t : 20°C.
» Norme

La norme de I’indice de réfraction, préconisée par le COI(2006) est de 1,4677-1,4705 pour

les huiles d’olive vierges propres a la consommation en état.
3.2.3.6. Détermination de I’absorbance spécifique en rayonnement ultraviolet

La détermination de 1’absorbance spécifique en rayonnement ultraviolet s’est faite

selon la méthode CEE 2568-1991 équivalente a la méthode 1SO 3980-1995.

La présente norme décrit une spectrophotométrie en rayonnement ultraviolet dans un

domaine spécifique de longueur d’onde 232 nm et 270 nm.

> But

La détermination de 1’absorbance a 232 nm et a 270 nm nous renseigne sur 1’état

d’oxydation linoléique de I’huile d’olive.

> Principe

L’huile d’olive est dissoute dans de le cyclohexane (5H20), puis I’extinction de la
solution déterminées aux longueurs prescrites par apport a 1’hexane. Les extinctions

spécifiques sont déterminées a partir des lectures spectrophotométriques.

» Mode opératoire
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-Peser exactement 0,25 g de ’échantillon ainsi préparé dans une fiole jaugée de 25 ml,

compléter avec le cyclohexane jusqu’a 25 ml et homogénéiser ;

-Remplir une cuve avec la solution obtenue et mesurer les absorbances en utilisant comme

référence le cyclohexane pur, a des longueurs d’ondes de 232 nm et 270 nm.
» Norme

La norme de I’absorbance a une longueur d’onde de 232 nm est de 2.6, et a une

longueur d’onde 270 nm est de 0.3.
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1. Les cellules gliales dans le SNC

Des élements de soutien sont associés aux neurones, il s'agit des cellules de la névroglie qui
sont dix fois plus nombreuses que les neurones. Dans le systeme nerveux central, les cellules

gliales forment I'environnement des neurones et représentent environ 50 % du volume cérébral
(Marie-Catherine, 2009).

Il existe divers types de cellules gliales (Fig 1), les astrocytes, des oligodendrocytes, et les
microgliocytes (Zigmond et al ,1999).

neurone

cellule de lamicroglie

Figure 1 : Les cellules de soutien dans le systeme nerveux central (Dinh, 1998).

Pendant longtemps, la fonction principale des cellules gliales consiste a soutenir les
neurones, a leur apporter des éléments nutritifs et 8 maintenir ’homéostasie du systéme nerveux
pour protéger les neurones fragiles (Kandel et Schwartz, 1985). Cependant, des recherches
récentes ont révélé leur role actif dans d’autres processus fondamentaux, tel que la

neurotransmission et la plasticité synaptique (Yang et al, 2003 ; Araque et Perea, 2004).
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1.2. Les cellules gliales de la microglie et la macroglie

Les cellules gliales sont classées en deux grandes catégories : la microglie et la macroglie.
Comme leur nom 1I’indique, cette distinction est fondée sur une différence de taille entre ces

deux types cellulaires.

1.2.1. Les cellules de la microglie

Les cellules microgliales ou microgliocytes sont considérées comme les principales cellules
immunocompétentes résidentes dans le SNC. Elles possédent la propriété de s’activer

rapidement en réponse a des changements pathologiques dans le SNC (Ladeby et al, 2005).

Dotées de phagocytose, la microglie serait 1’équivalent des macrophages dans le SNC. Lors
d’une 1ésion au cerveau ou a la moelle épiniere, son taux de prolifération augmente de fagcon
significative (Graeber et al ,1988). Les cellules microgliales activées, migrent pour atteindre
le lieu de la blessure et permettre sa réparation (Kreutzberg, 1996 ; Streit 2000). A la
différence des cellules macrogliales (astrocyte et oligodendrocyte), qui dériveraient de
I’ectoderme, la microglie proviendrait probablement des précurseurs des monocytes du sang et

donc du mésoderme (Streit, 2001).

1.2.2 Les cellules de la macroglie

Il existe une grande diversité de cellules macrogliales, au niveau du systéme nerveux
central (SNC), mais également dans le systéme nerveux périphérique (SNP), dont les deux

principaux types sont les astrocytes et les oligodendrocytes.

1.2.1. Les oligodendrocytes

Les oligodendrocytes sont des cellules avec peu de prolongements. Ils sont plus petits que
les astrocytes et possedent des noyaux moins denses. Leur cytoplasme contient du réticulum
endoplasmique rugueux (REG), des polyribosomes et des microtubules mais pas de glycogéne
ni de GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) ; leur r6le principal est la production de myéline
qui isole les axones du SNC (Verkhratsky et Butt, 2007). Elles peuvent avoir un rdle trophique,
en sécrétant des facteurs neurotrophiques comme le BDNF et le GDNF (Brain ou Glial Derived
Neurotrophic Factor) et I’IGF-1 (Insulin Growth Factor 1) (Bradl et Lassmann, 2009).

Les oligodendrocytes possedent de nombreux récepteurs aux neurotransmetteurs et

répondent a I’activation de ces récepteurs par un signal calcique (Butt, 2006).
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1.2.2. Les astrocytes

Les astrocytes sont les cellules macrogliales les plus abondantes dans le SNC. Elles sont
tres ramifiées, dont les prolongements sont souvent apposés aux vaisseaux sanguins (Raine,
1999).

Elles englobent deux groupes : les astrocytes en forme d’étoile. Le second groupe est formé
par les cellules gliales radiaires qui sont des cellules bipolaires avec un corps cellulaire ovoide
et un long prolongement (Verkhratsky et Butt, 2007). En plus de ces deux grands groupes
d’astrocytes, il existe de petites populations d’astrocytes spécialisés, localisés dans les régions

spécifiques du SNC, et possédant pour la plupart de nombreux prolongements.

Les astrocytes forment en fait une matrice a travers un réseau de cellules connectées entre
elles par des jonctions communicantes qui permettent le passage du calcium et d’autres petites
molécules (Saez et al, 2003). lls sont impliqués dans le maintien de 1’homéostasie ionique et
énergétique, mais interviennent également dans la synaptogenese, la transmission neuronale et
la plasticité synaptique (Verkhratsky et Butt, 2007).

Elles peuvent ainsi controler la vasoconstriction (Koehler et al, 2006) et constituent un
élément clé de la barriere hématoméningée (Abbott, 2002), frontiere de nature physico-
chimique qui restreint le passage des cellules immunitaires et la diffusion des molécules

hydrosolubles entre la circulation sanguine et le SNC (Ganong, 1977 ; Prat et al, 2001).

1.2.3. Fonctions des astrocytes
1.2.3.1. Le maintien du métabolisme énergétique et de I’homéostasie ionique

Lors d’une activité neuronale, les besoins énergétiques pour le glucose sont augmentés,
résultant en une augmentation du débit sanguin cérébral. Ce phénoméne de couplage entre
I’activité neuronale et le flux sanguin est qualifi¢ d’hyperhémie fonctionnelle et est controlé par
les astrocytes. Les astrocytes sont en effet en contact avec les vaisseaux sanguins (fig 2), au
niveau de structures particulieres : les pieds astrocytaires ou (périvasculaires). Au niveau de
leurs pieds astrocytaires. Ces cellules sont capables de libérer des substances vasoactives,
contrélant ainsi le débit sanguin cérébral de maniere locale (Zonta et al, 2003 ; Magistretti,
2006 ; Petzold et Murthy, 2011).



Chapitre | Données bibliographiques

Astrocyte

Synapse
glutaminergique

.G

AA
; ~,
Astrocyte A e
S -':

Capallawe

Figure 2 : Représentation schématique de 1’interaction entre cellule neuronale -astrocyte.
(D’apres Tsacopoulos et Magistretti, 1996).

Outre la régulation du métabolisme énergétique, les astrocytes sont impliqués dans le
maintien de I’homeéostasie ionique, grace a I’expression de différents transporteurs et canaux
ioniques (Simard et Nedergaard, 2004). Le contréle de la concentration ionique
extracellulaire est primordial car toute modification affecte les propriétés membranaires et donc

I’excitabilité des cellules.
1.2.3.2. Libération de gliotransmetteurs.

L’une des découvertes les plus récentes concernant les astrocytes est leur aptitude a libérer
des gliotransmetteurs, capables de moduler 1’excitabilité neuronale ou la transmission
synaptique. Le premier gliotransmetteur mis en évidence a été le glutamate (Parpura et al,
1994), puis d'autres comme ’ATP (Wang et al, 2000) et la D-sérine (Mothet al, 2000) ont
suivi. Il a été plus récemment montré que les astrocytes sont également capables de libérer du
GABA (Acide GAMA -Aminobutyrique) (Angulo et al, 2008 ; Heja et al, 2009 ; Lee et al,
2010) ou des neuropeptides.
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1.2.3.3. Formation de la barriére hématoencéphalique (BHE)

Les astrocytes jouent un réle clé dans la formation et le maintien de la BHE, qui est formee
de cellules endothéliales reliées par des jonctions serrées, d’'une membrane basale et des pieds
astrocytaires (fig 3). Les astrocytes envoient des signaux induisant la formation des jonctions
serrées qui déterminent les propriétés de perméabilité de la BHE (Janzer et Raff, 1987 ;
Ballabh et al, 2004). Ainsi, la majorité des molécules hydrophiles du sang ne traversent pas la
BHE spontanément et nécessitent des transporteurs.

Les astrocytes auraient aussi un réle actif dans la régulation du débit sanguin cérébral et par

conséquence de I’apport en nutriments dans le cerveau.

Prolongement
astrocytaire

Capillaire
cérébral

Astrocyte

Figure 3 : Schéma représentant la forme particuliere et la densité des pieds astrocytaires
contactant la paroi microvasculaire au niveau des capillaires cérébraux formant la BHE (Abbott,
2002).

1.3. Les cellules gliales dans le systéme endocrine

De nombreuses publications suggérent que les cellules folliculostellaires (FS), une
population cellulaire non-endocrine de I’hypophyse, sont les médiatrices potentielles de

certains de ces mécanismes de contréle de la fonction hypophysaire.

Les cellules FS pourraient constituer un mécanisme d’harmonisation dans le systeme
endocrine. L’interaction des cellules FS avec les cellules endocrines est communément associée
a un apport nutritif (Rinehart et Farquhar, 1955 ; Shiotani, 1980) et un apport hormonal
(Allaerts et Denef , 1989) pour les cellules endocrines ou a un transport des produits

hormonaux des cellules sécrétrices vers les vaisseaux sanguins. La proximité des
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prolongements des cellules FS et des sites d’exocytose des cellules endocrines peut suggérer
une influence sur la capacité des granules a étre libérées, ou une possible capture des produits

sécrétés.
1.4. Les cellules de gliales dans le systeme neuroendocrine

Les cellules les plus nombreuses dans la neurohypophyse (NH) sont les pituicytes. Ces
derniers sont souvent considérés comme des cellules astrogliales parce qu'ils expriment la
vimentine (Marin et al, 1989) et S-100p (Cocchia et Miani, 1980).

A T’origine, leur morphologie les a distingués des astrocytes (Bucy , 1932), mais peu a peu,
d’autres propriétés les ont rapprochés (Livingston, 1976). Leur fonction serait de réguler
I’environnement ionique immédiat des axones neurosécréteurs (Dellmann et al, 1974 ;
Tweedle et Hatton ,1980) et de contrdler la sécrétion des neurohormones. De plus, leurs
multiples prolongements cellulaires sont fortement interconnectés par différents types de
jonctions, dont des jonctions communicantes (Sangiacomo, 1973 ; Dreifuss et al, 1975,
Stoeckel et al, 1975).

1. 5. Les fonctions des cellules gliales dans les différents systemes

Les cellules de soutien sont en effet essentielles au fonctionnement du systeme nerveux. De
nombreuses études récentes mettent en évidence d’importants nouveaux roles des cellules

gliales dans les fonctions cérébrales dans le traitement de 1’information neuronale.

Dans la rétine, les cellules gliales de Miiller assurent a la fois I’homéostasie du tissu et la
protection des neurones. Au cours du développement rétinien, elles servent de guide a la
migration des batonnets en leur permettant d’effectuer leurs connexions synaptiques
appropriées (Sharma et Johnson, 2000). Elles se comportent également comme des guides
d’ondes depuis la surface rétinienne jusqu’aux photorécepteurs, pour éviter la dispersion de la

lumiere (Franze et al, 2007).

Dans les testicules, les cellules de Sertoli qui sont les cellules somatiques présentes dans
I'épithélium du tube séminifere jouent un rdle fondamental dans la survie des cellules
germinales (Johnson et al, 1984 ; Petersen et Soder, 2006), elles jouent également plusieurs
autres fonctions notamment leur role dans 1’organisation et le maintien de 1’architecture du

testicule. En raison de leur liaison étroite avec les cellules germinales, les cellules de Sertoli
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jouent un réle majeur dans la régulation de la spermatogenése (Androl ,2006 ; Erythropel et
al, 2012).

2. Anatomie et histo-cytologie de la glande pinéale

La glande pinéale ou I'épiphyse est une structure neuroendocrine provenant d’une
évagination du toit du diencéphale (Moreau et al, 1985). Sa morphologie et sa position
anatomique sont assez différentes d’une espéce a une autre, mais 1’origine embryonnaire est
commune (Vollrath, 1979). Chez la plupart des mammiferes, elle forme une masse compacte
entre I’habenula et les commissures postérieures (Macchi et Bruce, 2002), située a la partie

postérieure du toit du troisieme ventricule (Fig 4) (Sahai, 2013).

- R4 ‘>L - - -
/‘r’ ™
cavité du diencéphale g
ou3l 'vemriculep ; / -

" .- i g
commissure p\ sillon
blanche / ‘ \ S clrconvelution
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thalamus
épiphyse
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cerabral
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42 ventricule

arbre
de vie
cervelet
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Figure 4 : Représentation schématique du systeme nerveux central (Nguyen, 2008).

2.1. Description générale de la glande pinéale

L'épiphyse est divisée en lobules de tailles irrégulieres par des cloisons contenant des
vaisseaux et des nerfs (Thieblot, 1981). Le parenchyme comporte deux types de cellules, les
pinéalocytes.et les cellules de soutient de nature gliale. Les premiéres sont des cellules
disposées en amas et en cordons tres ramifiés, dont le cytoplasme contient des granulations qui
renferment des molécules de sérotonine (Arendt, 1998). Les cellules gliales. Celles-ci sont

localisées entre les pinéalocytes et associées a des vaisseaux sanguins (Gauvrit et al, 2011).

8



Chapitre | Données bibliographiques

Des fibres nerveuses adrénergiques post-ganglionnaires traversent le parenchyme glandulaire

ainsi que des fibres nerveuses provenant de I’habenula et de la commissure postérieure.

La glande pinéale est connectée aux autres structures cérébrales par une innervation complex.
Il existe des variations considérables de cette innervation entre les espéces. Celle-ci recoupe les
différences morphologiques : entre par exemples les rongeurs d’une part et les ovins, bovins, et

primates d’autre part.

Toutefois, chez les mammiferes sans exception, la majorité des fibres afférentes sont des fibres
sympathiques, originaires des péricaryons localises dans les ganglions cervicaux supeérieurs
(Kappers, 1960). Ces fibres noradrénergiques sont fonctionnellement les plus importantes
puisqu’elles sont directement impliquées dans le contréle de la synthése de la mélatonine.un
certain nombre de neuropeptides par exemple le neuropeptide Y (NPY) ( shiotanietal, 1991 ;
Zhang et al , 1991 ; Cozzi et al , 1992 ; Mikkelsen et Moller , 1999 ) , sont également présents

dans ces fibres sympathiques .

Le role modulateur de ces neuropeptides dans la synthése de la mélatonine a d’ailleurs été

démonté (Simonneaux et al, 1992, 1993, 1995).

2.2. L’origine embryologique de la glande pinéale

La glande pinéale apparait vers le deuxiéme mois de gestation (Bruce et al, 2010).
L’¢épithélium épendymaire de la volite diencéphalique s’épaissit au début de la septieme
semaine pour former la « plaque épiphysaire d’Hochstetter » qui s’invagine et se transforme en
diverticule pinéal. Les parois de ce diverticule vont s’épaissir a partir de la huitieme semaine

par prolifération des cellules neuroépithéliales qui les tapissent.

Les lobes de la glande pinéale antérieurs et postérieurs ainsi formés, fusionnent vers la
vingtieme semaine. Cette glande continue a se développer en post-natal et n’atteint sa
configuration définitive qu’a 1’age de deux ans (Girod ,1990 ; Maldonato, 1997 ; Lindstrom
et Lopes, 2010).
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2.3. Composition cellulaire de la glande pinéale

Chez les mammifeéres, elle est composee en majorité de cellules neuro-endocrines, les
pinéalocytes, qui ne sont pas directement photosensibles mais qui posseédent de nombreux
photorécepteurs, comme la rhodopsine-kinase (Zhao et al, 1999), I’opsine (Foster et al, 2003)
et I’antigéne-S (Mirshahi et al, 1984). La glande pinéale est composée également d’une faible
proportion de cellules gliales de type microgliale (Jiang-Shieh, 2005) et astrocytaire
(Vollrath ,1981 ; Calvo et al, 1988 ; Ville ,2013) et aussi de neurones.

2.3.1 Le pinéalocyte

Le pinéalocyte est une petite cellule glandulaire qui posséde un noyau arrondi ou réniforme,
et un cytoplasme finement granuleux qui présente des prolongements qui sont au contact des
vaisseaux (Fauchon et al, 2005) et des grains contenant la mélatonine. Cette cellule présente

des ressemblances avec les cellules photo réceptrices.

Il existe deux types différents de pinéalocytes, le type 1 et le type 2, qui ont été classés
selon certaines de leur propriétés y compris la forme, la présence ou I’absence de I’invagination

de I’enveloppe nucléaire, et la composition du cytoplasme (Al-Hussain, 2006).

2.3.1.1 Pinéalocyte de type 1

Les pinéalocytes de type 1 sont également connus comme étant des pinéalocytes de
lumiére, car ils se colorent sous une faible densité lorsqu’ils sont pergue sous un microscope et
ils apparaissent plus lumineux a I’ceil humain. Ces types de cellules ont été identifiés a travers
les différentes recherches qui ont démontré que leur forme peut étre de ronde a ovale avec un

diamétre compris entre 7-11 micromeétres (Al-Hussain, 2006).

Les pinéalocytes type 1 sont typiguement plus nombreux autant chez les enfants que chez
les adultes contrairement au type 2 (Al-Hussain, 2006). Ils sont également considérés comme
étant les cellules les plus actives en raison de la présence de certains contenants cellulaires,
incluant une concentration élevée en mitochondrie (Boya et Calvo, 1984). Des travaux de
recherche ont également démontrés que le type 1 contenait le neurotransmetteur sérotonine, qui
sera converti ultérieurement en mélatonine, I’hormone principale secrétée par la glande pinéale

(Khavinson et al, 2012).
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2.3.1.2 Pinéalocyte de type 2

Le type 2 est également connu comme étant les cellules de I’obscurité car elles se colorent
a une forte densité¢ lorsqu’elles sont observées sous microscope et elles apparaissent plus
foncées a I’ceil humain. Comme il été indiqué par la recherche et la microscopie, ces cellules
sont rondes, ovales, ou allongées avec un diameétre entre 7-11 micrometres (Al-Hussain, 2006).
Le noyau des pinéalocytes de type 2 contient plus d’invagination contenant de larges quantités
de réticulum endoplasmique rugueux et des ribosomes (Al-Hussain, 2006). Une abondance des
cils et des centrioles a été retrouvée au niveau de ces cellules de type 2 de la glande pinéale. Ce
qui est spécifique au type 2 est la présence de vacuoles contenant une bicouche membranaire
(Boya et Calvo, 1984). Comme le type 1 qui contient la sérotonine, les cellules de type 2
contiennent de la mélatonine et sont susceptibles d’avoir des caractéristiques similaires avec les

cellules endocrines et neuronales (Khavinson et al, 2012).

2.3.2. Les cellules neurogliales

En plus des cellules sécrétrices (les pinealocytes), la glande pinéale renferme des cellules
gliales de type macrogliale et microgliale, dont la fonction serait de réguler la synthése et la
sécrétion d’hormones (Echigo et Moriyama, 2004). Ces cellules sont souvent considérées
comme des astrocytes (Sergey, 2012) et sont marqué par la S-100p et la vimentine et la
GFAP (Glial Fibrillary Acide Protein) mais elle comprend aussi de la microglie (Jiang-
Shieh, 2003).

2.4. Fonction de la glande pinéale

La glande pinéale est ’organe terminal du systéme visuel et constitue un transducteur
neurochimique (Touitou, 1988 ; Simonneaux et Ribelayga, 2003). Elle transforme les
messages photopériodiques de notre environnement, arrivant par 1’intermédiaire de la rétine et
des noyaux suprachiasmatiques, en message chimique, son réle fondamental est de renseigner
le cerveau, par I’intermédiaire de la sécrétion de la mélatonine, sur les durées relatives et
I’intensité de 1I’obscurité et de 1’éclairement sur 24 heures mais aussi sur I’année (Arendt, 1988 ;

Touitou, 1988 ; Arendt, 1998).

En relation étroite avec le SNC, elle est donc impliquée dans I’intégration d’informations
environnementales pour synchroniser les fonctions circadiennes et saisonnieres de I’organisme.
La fonction de la glande pinéale est alors étroitement liée aux effets subséquents de cette

synchronisation sur les rythmes physiologiques et comportementaux comme le sommeil, la

11
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température corporelle, la reproduction, etc.... (Thieblot , 1981 ; Arendt, 1988 ; Arendt,
1998 ; Simonneaux et Ribelayga, 2003).

2.4.1. Role des pinéalocytes

Les pinéalocytes sont des cellules qui possédent des fonctions neuroendocrines et
photosensorielles. Elles sont classées parmi les « paraneurones », cellules d’origine
neuroectoblastique capables de synthétiser un neurotransmetteur hormonal en réponse a un
stimulus précis. Ces cellules ne sont plus directement photosensibles ; cependant, il peut
intégrer I’information lumineuse qui arrive sous forme d’un message neuronal via I’innervation
noradrénergique de la glande et transmettre cette information a I’ensemble de I’organisme par

ses nombreuses expansions cytoplasmiques qui se terminent a proximité des vaisseaux sanguins.

Le pinéalocyte est donc un transducteur qui transforme un message nerveux en un message
hormonal dont la fonction primaire est la sécrétion d’une hormone, la mélatonine ; qui est

importante pour la régulation des rythmes circadiens (Boutin et al ; 2005).
2.4.2. Le produit de sécrétion du pinéalocyte : la Mélatonine

La mélatonine (Fig 5) est une neurohormone synthétisée au niveau de la glande pinéale
pendant la période nocturne, quelle que soit I'espéce considérée. Le rythme de synthese de la
mélatonine est directement contr6lé par la photopériode (Redmanet al, 1983 ; Thomas et
Armstrong, 1988 ; Cassone, 1990 ; Pitrosky et al, 1999). La mélatonine sécrétée dans la
circulation sanguine ou dans le liquide céphalo-rachidien transmet a toutes les structures

centrales ou périphérigues.

NHCOCH,

Figure 5 : N-acétyl-5-méthoxytryptamine ou mélatonine (Gard, 2002) .
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Figure 6 : Voie de biosynthese de la mélatonine dans la glande pinéale des mammiféres
(Idelman et Verdetti, 2000).

Cette neurohormone est synthétisée a partir d’un neurotransmetteur, la sérotonine, qui
dérive elle-méme de la transformation d’un acide aminé précurseur, le L-tryptophane. Ce
précurseur est d’abord hydroxylé par une enzyme Tryptophane hydroxylase(TPH) et ensuite

décarboxylé pour donner la sérotonine (5HT, 5 hydroxytryptophane).

La sérotonine est ensuite N-acétylée par 1’arylalkylamine N-acétyl-tranférase (AANAT),
(luvone et al, 2005) et convertie en mélatonine par 1’hydroxyindole-O-méthyltransférase
(HIOMT) (Bernard et al, 1995) (Fig 6). La synthése de la mélatonine est limitée par I’activité
de ces trois enzymes : la TPH, ’AANAT et ’HIOMT. La TPH contrdle la disponibilité de la
sérotonine alors que ’AANAT et ’HIOMT régulent la synthése de mélatonine a partir de
sérotonine. Ces enzymes sont soumises a de nombreuses régulations (Simonneaux et
Ribelayga, 2003).
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2.4.3. La régulation de la synthese de la mélatonine

La régulation de la synthese et la sécrétion de la mélatonine se fait via deux facteurs

rincipaux : e circadien vironne umineux age.
nci le rythm dien (I’environnement lumine et I’age

Le facteur régulateur majeur est I’environnement lumineux. En effet, la glande pinéale
produit de la mélatonine seulement la nuit au moment de 1’obscurité (Erlich et Apuzzo, 1985).
Ce rythme de sécrétion signifie donc qu’une information sur la perception lumineuse doit
transiter de la rétine jusqu’a la glande pinéale. Les cellules photo-réceptrices de la rétine c’est-
a-dire les batonnets et les cones, impliqués dans la perception lumineuse, sont les premieres
cellules impliquées dans cette transmission. Au niveau du chiasma optique, ces fibres formées
par les axones des cellules ganglionnaires rétiniennes divergent du systéme visuel classique et
se terminent au niveau des noyaux supra-chiasmatiques de I’hypothalamus (Moore, 1996).
Entre les noyaux supra-chiasmatiques et la glande pinéale plusieurs structures interviennent :
les noyaux para-ventriculaires, la colonne intermédio-latérale de la moelle au niveau thoracique
(neurone sympathique pré-ganglionnaire), le ganglion sympathique cervical supérieur (neurone
sympathique post-ganglionnaire) et enfin par I’intermédiaire de fibres ganglionnaires
noradrénergiques qui gagnent la glande pinéale apres avoir traversé la tente du cervelet puis
suivent les travées a I’intérieur du parenchyme pinéal le long des capillaires (Reiter ,2003) (Fig
7).

- g
i e |
/. ry

Glande pinélai'le —D ﬂ

Rétine

Figure 7 : Représentation schématique de la voie polyneuronalerétino-hypothalamo-pinéale,
impliquée dans la synthese de la mélatonine chez les mammiféres.GCS : ganglions cervicaux
supérieurs,IML :colonne intermédiolatérale,PVVN : noyaux paraventiculaires hypothalamiques,
SCN : noyaux suprachiasmatiques. (D’apres korf et al ,1998).
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Le second facteur est |’age puisqu’il est observé avec le temps une altération du cycle de
synthése de la mélatonine avec une diminution de son taux de production nocturne (Reiter,
1992).

2.4.4. Le rble de la mélatonine

La synthese de MEL dans la glande pinéale est dépendante des variations journaliéres et
saisonniéres de I'environnement lumineux. Chez toutes les espéces, qu'elles soient diurnes ou
nocturnes, elle est toujours secrétée la nuit et la durée de cette sécrétion est dépendante de la
durée de la nuit. la MEL est donc une hormone "donneuse de temps" qui joue un réle
fondamental dans le fonctionnement coordonné des processus biologique particulierement dans
le fonctionnement du systéme circadien chez de nombreux mammiferes (Vanecek et al, 1989 ;
Williams, 1988 ; Gauer et al ,1994 ; Pevet 2003) et donc par la dynamique de sa production
nycthémérale et saisonniére, elle assure la synchronisation de fonctions physiologiques et de

comportements sur des périodicités naturelles.

2.4.5. RoOle des cellules neurogliales

De plus de leur role de soutien la fonction principale des cellules neurogliales de I’épiphyse
serait de réguler la synthése et la sécrétion d’hormone qui est la mélatonine (Echigo et

Moriyama, 2004) et cela par I’interaction avec les pinéalocyte.

2.5. Interaction entre les pinéalocytes et des cellules neurogliales

La modulation glutaminergique de la synthése de la mélatonine est bien connue, de méme
que l'importance des astrocytes dans la médiation de la signalisation glutaminergique dans le
systéme nerveux central (Halassa et al, 2007). Les pinéalocytes et les astrocytes ( Vollrath,

1981 ; Calvo et al ,1988) sont les principaux types cellulaires dans la glande pinéale.

Les résultats de I’étude des interactions entre les astrocytes et les pinéalocytes comme
faisant partie de I'effet inhibiteur du glutamate sur la synthese mélatonnique (Kim, 2008), ont
montré que l'effet inhibiteur du glutamate sur la synthese de la mélatonine implique des
interactions entre les astrocytes et les pinéalocytes, éventuellement par la libération du TNF-a
(Tumor Necrosis Factor Alpha). En outre, I'activation du NF-kB (Nuclear Factor —Kappa B)
astrocytique semble étre une étape nécessaire (Markus et al, 2013). Dans les astrocytes et les
pinéalocytes, I’ Alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acidreceptor (AMPA),
leN-Methyl-D-asparticacid ou N-Methyl-D-aspartate (NMDA), et le groupe | métabotropique
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des récepteurs du glutamate ont été observés, ainsi qu’une élévation du calcium intracellulaire
(Ville et al, 2013).

La modulation de la synthése de mélatonine par le glutamate implique des interactions
paracrines entre les pinéalocytes et les astrocytes par ’activation du NF-KB facteur de
transcription astrocytaire et éventuellement par la libération du TNF-a (Ville et al, 2013). Le
glutamate agit sur les récepteurs du glutamate (AMPA, NMDA et/ou mGIuR 1/5) dans les
astrocytes, ce qui augmente la concentration de calcium intracellulaire, permet de promouvoir
I'activation du NF-kB, et entrainer la libération d'un facteur soluble, le TNF-o, qui agit
indépendamment ou avec le glutamate dans les pinéalocytes, résultant en une inhibition de la
synthése de la mélatonine (Ville et al, 2013).

Glu

mGIuleSl \

A NMDA AMPA

"INF-a alone (recruiting AMPA)

: or in association with Glu?
liCa™] :
! TNE-RI? ‘“"“m AMPA

NE-xB
activation

Release of soluble
factor

lMelatonin
 TNF-a?

synthesis

Astrocyte
Pinealocyte

Figure 8 : Diagramme illustrant I'interaction paracrine entre les pinéalocyteset les astrocytes
dans la modulation de la synthese de la mélatonine par le glutamate.
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De plus, la glande pinéale joue un réle intégrateur dans les réponses immunitaires (Markus
etal, 2007 ; Srinivasan, 2010). La suppression (induite par des blessures) de I’hormone de la
glande pinéale : la mélatonine, qui est déclenchée par 1’obscurité, permet la mise en place de

réponses immunitaires innées.
3. le dromadaire et ses particularités adaptatives

Le dromadaire est connu pour sa résistance a la soif (Bengoumi et Faye, 2002), a la chaleur
(Yagil , 1985), a la sous-alimentation protéique et minérale (Faye et Bengoumi, 2000). Pour
faire face aux contraintes du milieu désertique, le dromadaire a développé un certain nombre

de facultés physiologiques qui lui ont conféré une légendaire réputation.

Cette adaptation n'est pas limitée aux mécanismes physiologiques mais souvent intimement
associée a son anatomie et a son comportement particulier mais chacun de ces caracteres se
renforcant les uns les autres. Il est donc souvent difficile de distinguer quelle adaptation
contribue le plus a une capacité de I'organisme a survivre et prospérer dans un environnement
difficile (Wilson, 1989).

Les particularités adaptatives du dromadaire sur le plan nutritionnel sont liées d'une part a
sa physiologie de la nutrition tournée vers une alimentation souvent de faible valeur nutritive
et d'autre part a sa capacité métabolique surprenante et remarquable (Faye et Bengoumi, 2000).
Cependant, bien que le dromadaire soit habitué a survivre dans I'univers minéral des zones
arides et semi-arides, il n'échappe pas aux risques d'une alimentation déficitaire en éléments

minéraux majeurs ou mineurs (Kayouli et al, 1995).
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1. Lieu de réalisation des étapes expérimentales

Le prélévement a été réalisé au niveau de la wilayat d’El Oued, les manipulations
histologiques et immunohistochimiques ont été réalisé au niveau de laboratoire d’anatomie

pathologique du centre Pierre et Marie Curie (CPMC).
2. Matériel biologique

Le modele animal choisie dans notre étude est le dromadaire issu de nos régions désertiques
Camelus dromedarius (Fig 9). C’est un mammifére de la famille des camélidés a une seule

bosse. Le matériel biologique comprend les glandes pineales (épiphyses) du dromadaire.

Figure 9 : le dromadaire (Camelus dromedarius)
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2.1. Milieu naturel du dromadaire

Peyre (1989) a signalé que de tous les animaux, le dromadaire est le plus adapté aux régions
chaudes a climat subdésertique et désertiqgue des domaines méditerranéen, tropical et
subtropical. Ces régions sont caractérisées par la rareté de ressources hydriques et par une
végétation spontanée €parse. C’est le milieu naturel le plus pauvre des paysages pastoraux avant
le désert. Ce milieu a une vocation pastorale d’autant plus exclusive que 1’agriculture y est
impossible. Les climats de I’aire de répartition du dromadaire sont caractérisés par :Une
pluviosité faible et trés variable d’une année a 1’autre, une longue saison seche et une grande

amplitude thermique nycthémérale et saisonniére.

La région d’El-Oued se caractérise par un climat aride de type saharien désertique. En hiver
la température baisse au-dessous de 0°c alors qu’en été elle atteint 50°c; la pluviométrie
moyenne varie entre 80 et 100 mm/an (période d’octobre a février). Le Sirocco (vent chaud et

sec) peut étre observé durant toute I'année.

2.2.. Ecophysiologie de I’animal

Le dromadaire est un tylopode, digitigrade, herbivore et ruminant. Il peut atteindre jusqu’a
2,25 meétres au garrot et peser entre 450 et 900 kg. Son espérance de vie peut atteindre 40 ans,

mais une défaillance de la denture la limite en général a 20 ans (Faye, 1997).

D’aprés Wilson (1989), le dromadaire est trés distinct des autres animaux domestiques,
notamment par la présence d’une large téte et un long cou, d’une bosse et de la callosité au
niveau de sternum. La téte et le cou sont larges. L’animal ne posséde pas de cornes, les oreilles
sont petites, les yeux larges et saillants, les narines longues, la lévre supérieure est divisée,
fendue, poilue, extensible et tres sensitive, la levre inférieure est large et pendante, les membres

sont puissants.

La peau est souple recouverte de poils. Le rallongement est souvent au niveau des épaules
et de la bosse, la couleur des poils est généralement brune variant du chocolat foncé a presque

noir au rouge ou rouille fauve a presque blanche chez quelques types.

La température interne du dromadaire varie en fonction de la température externe, et
supporte des écarts compris entre 34°C lors de nuits fraiches et atteint 42°C en période chaude
(Faye, 1997).
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La puberté est atteinte a trois ans, mais la mise a la reproduction du méle se fait vers 6 ans,
et celle de la femelle vers 3-4 ans. On recommande en effet de ne pas mettre une femelle & la

reproduction avant qu’elle n’ait atteint 70% de son poids adulte (Zarrouk et al, 2003).

La gestation dure 12 a 13 mois avec un intervalle de 2 ans. Une femelle peut se reproduire

jusqu’a 20 ans environ, ayant engendré 7 a 8 chamelons (Faye, 1997).

3. Méthodes expérimentales

Notre étude a porté sur sept dromadaires (Camulus dromedarius) adultes d’age plus de 5 ans
avec un poids allant de 450-500 Kg.

3.1. Prélevement des échantillons

La présente étude a été réalisée en effectuant des prélévements sur des dromadaires par
I’équipe de I’abattoir municipal de la ville d’El Oued. Les animaux provenant des élevages de
la région étaient maintenus sous des conditions de photopériodes et de température ambiante
de I’environnement extérieur jusqu’a leurs abattage, effectué en été (juillet) a 23h00 (obscurité
totale). L’abattage a été réalisé selon le rituel islamique nommé "A Nahre . Aprés I’abattage
le cerveau est d’abord dégagé de la boite cranienne puis la glande est recherchée dans la partie
supérieure du cerveau entre les deux hémisphéres cérébraux. En suite la glande pinéale du

dromadaire est prélevée.

Figure 10 : Dromadaires dans la salle d’abattage : les animaux sont regroupés dans la
salle d’abattage, et contentionnés en position de décubitus sternal.
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Figure 11 : Cerveau du dromadaire prélevé pour la dissection de la glande pinéal

La glande est par la suite fixée dans le formaldehyde a 10%, pH : 7,2 (voir I’annexe). Ceci
dans le but de préserver le tissu a un état aussi proche que possible de I'état vivant et s'opposer

a l'autolyse tissulaire.
3.2. Technique histologique

3.2.1. Déshydratation du tissu

Le principe consiste a placer le prélevement dans des bains d’éthanol a concentration
croissante : 70°,90° ,95° et 100. Les échantillons sont placés par la suite dans deux bains de
xylene pour subir I'éclaircissement. La durée est d'une heure (1h) pour chaque bain sauf pour
I'alcool 100° et le xyléne qui est de deux heures (2h).

Le but de la déshydratation permet d'éliminer I'eau qui existe en grande quantité dans le tissu.

3.1.2. Imprégnation

C’est une étape qui consiste a faire pénétrer la paraffine dans le tissu afin de le rendre plus
rigide. Elle s’effectue a chaud dans 2 bains de paraffine liquéfiée a chaud a 60 °C avec une

durée de deux heures (2h) pour chacun bain.

3.1.3. Inclusion a la paraffine

Le principe consiste a inclure les fragments dans des blocs de paraffine grace a un appareil
d’inclusion, selon les étapes suivantes : préchauffage des moules et des cassettes dans une console
thermique, par la suite mise en place centrée du tissu dans le moule a moitié rempli de paraffine,
a I’aide d’une pince. Apres refroidissement sur une plaque réfrigérante, un bloc de paraffine dur

est obtenu.
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Le but de cette étape et 1’obtention d'un bloc de paraffine prét pour la microtomie.
3.1.4. Confection des coupes

Les blocs sont débités au microtome de type minot en coupes fines d’environ 5 pm
d’épaisseur.

3.2.5. Préparation des lames gélatinées

Les lames doivent étre incluses dans de I'alcool et I'acide chlorhydrique pou rétre dégraissées
ensuite lavées et rincées. Dans une solution composée de mélange geélatine/alun de chrome les

lames sont trempeées puis mises a sécher a température ambiante pendant 24h (voir annexe).

Le but de cette préparation des lames gélatineées est d’éviter le décollement des coupes

notamment lors des manipulations IHC.

3.2.6. Etalement des coupes

Les rubans sont ramollis dans un bain marie a 45°C, puis recueillis sur des lames en verre,
préalablement numérotées a I’aide d’un crayon diamant. Aprés séchage sur une plaque

chauffante, les lames sont mises dans une étuve a 60°C pendant 15 minutes.
3.3. Coloration a I’Hématoxyline-Eosine (HE)

La méthode HE est une coloration de routine, utilisée dans le but d’obtenir une topographie

générale de 1’échantillon.

C’est une combinaison entre deux colorants, I’un basique hématoxyline qui colore le noyau
(basophile) en bleu violacé et 1’autre acide éosine qui confere une coloration rose au cytoplasme

(acidophile).

e Principe
D’abord on procede au déparaffinage de 1’échantillon en le passant dans trois bains de xyléne

d’environ 3 & 5 min chacun. Ensuite, nous avons procéde a I’hydratation par passage dans trois
bains d’alcool de concentration décroissante (100°, 95°,75) pendant 2 min pour chaque bain.
Dans le but de retirer le xyléne et de le remplacer par de ’eau. Nous avons procédé au ringage
a I’eau courante, puis on le passe dans une solution de carbonate de lithium (Li2CO3). On
effectue un autre ringage a I’eau courante, puis on procéde a I’étape de coloration a 1’éosine
suivie par un autre ringage. Par la suite de cela, nous procédons a une étape de Déshydratation
par passage dans I’éthanol a 95° puis 100° pendant 1 min. La derniére étape est celle de
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I’éclaircissement par passage dans 2 bains de xylene de 30 a 60 secondes chacun. Enfin on

procede au Montage sur lame a I’aide de milieu synthétique Eukitt.

3.4. Immuno-Histochimie (S-100, la vimentine, I’a actine muscle lisse)

L’IHC est une méthode immuno-enzymatique qui qui permet de localiser les Ag
membranaires, cytoplasmiques, nucléaires, ou des protéines de la matrice extracellulaire, grace
a des Ac spécifiquement dirigés contre eux, ces derniers permettent 1’amplification du
marquage par un systeme de révélation dont 1’avantage est de fixer les molécules de

chromogenes permettant de mieux visualiser le complexe Ag-Ac visible au microscope optique.

3.4.1. Déparaffinage et réhydratation des coupes

Le but de cette étape est 1’élimination de la paraffine et la rehydratation du tissue pour permettre

la rentrée des réactifs

Le déparaffinage, consiste a placer les lames dans 1’étuve pendant 24 h afin d’éliminer I’excés
de paraffine. Les coupes sont passées par la suite dans 4 bains de xyléne, 5 minutes chacun.
Nous avons effectue ensuite une réhydratation, en passent les lames dans 4 bains d'alcool de
degré décroissant de 100°, 95°, 90° ,70°, pendant 5 minutes. Le dernier bain consiste en un

ringage des coupes dans de I’eau distillée.
3.4.2. Prétraitement du tissu

3.4.2.1 Démasquage antigénique

Le but de cette étape pour exposer le site antigénique a 1’ Ac.

Le principe est de réaliser un démasquage antigénique dans une solution de démasquage
composé de citrate de pH=9 (voir annexe), Les coupes sont mises pendant 40 min a 97° C, puis

refroidies 20 min & température ambiante, puis rincées a 1’eau distillee.

3.4.2.2. Blocage des peroxydases endogénes
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Les coupes sont incubées dans une solution d’eau oxygénée (H20) 3 % pendant 5 minutes
dans le but de neutraliser I’activité de peroxydase endogéne. Les lames sont par la suite lavées

a I’eau distillée.
3.5. Immunomarquage et révélation

Aprés un lavage a ’eau distillée, un ringage au tampon PBS est effectué (voir annexe).
Ensuite les AC primaires spécifiques des antigénes a rechercher ont été appliqués a leurs
dilutions adéquates (voire type, source et dilution dans le tableau 1) et pendant une durée de
30 minutes a température ambiante ou pendant 15h a 4° C pour celles montées dans la chambre
d’incubation. Les coupes sont rincées par la suite avec du Tp PBS deux fois pendant 5 minutes
puis incubées avec 1’AC secondaire couplé a la peroxydase pendant 30 minutes suivi par un
ringage au PBS pendant 5 minutes. Les coupes sont par la suite incubées avec un substrat utilise
pour la révélation de I’activité peroxydase qu’est 1’amino-3-éthyl-9- carbazole (DAB) pendant

5 a 15 minutes. Enfin, la réaction est stoppée par un lavage a I’eau distillée.

Traceur

F 3

Anticorps secondaire

F 3

" Anticorps primaire

Antigene

F 3

Echantillon

F 3

Figure 12 : principe de la méthode indirecte de I’immunomarquage.

Tableau 1 : Nature, sources et dilutions des Ac utilisés
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Antigene Anticorp Clone Type Origine Dilution

isoforme de I’actine .
Dako ( pr. Terki

de 34 KDa Anti- o actine IA4 Monoclonal ~ Centre pietre et Marie 1/100
muscle lisse Curie , Alger )

Holoprotéine

dimérique 21 KDa
Dako ( pr. Terki

appartenant a la Anti-S100b 1A4 polyclonal oo vierre et Marie 400
grande famille des Curie , Alger )

protéines liant le

calcium , abondant

dans les astrocytes

réactifs

Protéine de 57 KDa Dako ( pr . Terki

appartenant a la Anti-vimentine V9 Monoclonal ~ Centre pierre et Marie 1/100

Curie , Alger )
famille des filaments

intermédiaires

3.6. Contre-coloration a ’Hématoxyline de Meyer

Principe : Dans cette étape, les coupes immunomarquées sont plongées dans un bac contenant
de ’'Hématoxyline de Meyer pendant 3 minutes. Ensuite elles sont lavées a I'eau courante puis

rincer a I’eau d’ammoniaque (ammoniaque hydrogéne NH3 37 mM) (voir annexe).

Cette étape permet de visualiser les noyaux des cellules et cela est d(i a une réaction basophile
entre le noyau acide due a la présence des acides nucléiques et le colorant basique

d’hématoxyline.
3.7. Montage des coupes

Le montage entre lame et lamelle, permet la conservation illimitée ou transitoire des coupes

traitées par les réactifs.

Principe : un montage des coupes avec le faramount (AqueousMounting medium Réf. S3025,

Dako) pour I’observation.

3.8. Analyses microscopique et acquisition d’images
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Les coupes sont observées et prises en photos par un appareil numerique de type Canon
Power Shot A620 adapté a un microscope photonique de type Zeiss Axiostar plus, les photos
sont par la suite analysées et discutées .
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I. Structure de la glande pinéale du dromadaire

L’étude histologique a permis de donner des informations sur 1’aspect structural général de la

glande ainsi que la topographi des cellules qui la composent.

L’¢tude immunohistochimique (IHC) nous a permis en premiers lieu de mettre en évidence
I’expression différentielle de certain marqueurs de cytosquelette (actine muscle lisse, vimentine),

protéines importantes pour l'architecture et les mouvements cellulaires.

Finalement, I’'THC nous a permis aussi de déterminer la présence des astrocytes par le marqueur

glial spécifique a I’astrocytes : S-100.

Les figures suivantes représentent des coupes histologiques de la glande pinéale du camelus
dromedarius colorées a 1’hématéine éosine et des photographies de I’immunomarquage a a
actine muscle lisse, vimentine, S-100p observées au grossissement total : x40, x100, x400, et
x1000.

1. Aspect cellulaire de la glande pinéale

Cette coupe histologique met en évidence I’architecture de la glande pinéale du dromadaire,

ainsi que la distribution cellulaire.

Au niveau de cette coupe, nous constatons la présence d’un large réseau fibreux distribué dans
tout le parenchyme de la glande, Nous remarquons aussi que ce réseaux comprend a I’intérieure

deux classes cellulaires d’aspect différent, dont la distribution est adjacente (fig 12)

IL.1. Etude de la distribution de la a-actine muscle lisse au niveau de la glande pinéale

L’a actine muscle lisse est une classe des protéines des filaments d’actine, cette protéine est en
grande partie impliqué dans les modifications et les mouvements cellulaire et membranaires.
Nous avons tenté ici d’étudier sa distribution au niveau de la glande pinéale pour le but de

comprendre la motilité et la plasticité cellulaires pouvant exister au sein de cette glande.

L’immunomarquage de 1’a actine muscle lisse montre la présence d’une hypervascularisation au

niveau de la glande pinéale (fig 13).
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Au niveau de ces coupes histologiques, 1’a actine muscle lisse est présente dans tous le
parenchyme de la glande (fig 13c et d) a I’exception des amas cellulaires qui sont fortement

marquées dans tous leur péréphérie (fig 14c)

On outre, il est bien évident que le marquage est intensément présent autour des vaisseaux
sanguins (fig 14a, b et ¢) (fig 15a et b) ainsi que a la périphérie des travées de la capsule de la

glande pinéale.

11.2. Etude de la distribution de la S-100p au niveau de la glande pinéale

La S-100p est positivement réactive a son Ac au niveau de la glande pinéale (fig 16).

La S-100p est une protéine liant le calcium, et marqueur spécifique pour les astrocytes, nous avons
procédé a son immunomarquage pour voir la distribution des astrocytes au sein de la glande

pinéale du dromadaire.

Au niveau des coupes histologique de la glande pinéale , le marquage de la S-100pB est présent
présent dans tout le parenchyme de la glande ( fig 16 a) néanmoins , sa distribution est intensément
présent autour des vaisseaux sanguins ( fig 16 b ,c et d) ainsi que a la périphérie des amas

cellulaire (fig 16 a et b)et des travées de la capsule de la glande (fig 16¢€) .

11.3. Etude de la distribution de la vimentine au niveau de la glande pinéale

La vimentine est une protéine du cytosquelette appartenant a la famille des filaments
intermédiaires, nous avons utilisé la vimentine comme marqueurs d’étudier 1’élasticité des cellules

gliales au sein de la glande pinéale.

Sur les coupes histologique de cette dernier, il semble que la vimentine sont présent au niveau des
amas cellulaires et a la périphérie vasculaire (fig 17a et b).

De plus, nous constatons un marquage tres intense au niveau des vaisseaux sanguins (fig 17e).
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Figure 12 : Coupes histologiques de la glande pinéale du dromadaire colorées a
I’hématoxyline éosine, Gx100, Gx400.

- (a,b ,c) distribution des cellules gliale (tétes fleches) et des pinéalocytes ( fleches) dans le
parenchyme de la glande pinéale avec une forte concentration de ces deux types cellulaire a la
périphérie des vaisseaux sanguins ( Asterisk) .

- (d) travées de la capsule de la glande pinéale.

Technique : coloration & hématoxyline éosine.
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Figure 13 : Coupes histologiques de la glande pinéale du dromadaire marqué a a actine
muscle lisse ; Gx40, Gx100.

- (a,b) Présence d’ une hypervascularisation au niveau de la glande pinéale du dromadaire
ainsi que des plages cellulaire( Asterisk) entouré par des cordons filamenteux ( tétes
fleches) , au niveau de ces plages on trouve aussi des cellules a grand noyau colorées a
hématoxyline de Myer .

- (c, d) Au fort grossissement, ces amas cellulaires semblent renfermer un ensemble de

noyaux cellulaires (Asterisk) avec des vaisseaux V (vaisseau).

Technique : Immunomarquage par I’anti- actine, contre coloration hématoxyline de Myer.
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Figure 14 : Coupes histologiques de la glande pinéale du dromadaire marqué a a actine
muscle lisse, Gx400.

- (a, b) présence de plusieurs vaisseaux sanguins (v), présence de deux types cellulaires : des
cellules a grand noyau (tétes de fleches) et des cellules a petit noyau aplati (fleches).

- (c) présence de plages cellulaires avec des noyaux arrondies (Aterisk) et des vaisseaux.

- A noter une forte expression du marquage autour des vaisseaux.

- (d) présence des plages avec des petites cellules a noyau aplati (fleches) avec des cordons

filamenteux dans le parenchyme de la glande pinéale.

Technique : immunomarquage par I’anti- actine, contre coloration hématoxyline de Myer.
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Figure 15 : coupes histologiques de la glande pinéale du dromadaire marqué a a actine
muscle lisse, Gx1000.
- (a, b) présence de plusieurs vaisseaux sanguins (v), cellule a grand noyau (tétes fleches), et

cellules a petit noyau (fleches)

- A noter que les cellules a petit noyaux sont retrouvées généralement a la périphérie des
vaisseaux (V).

- (c, d) Présence des travées (septa) de la capsule pinéale qui dissocient le parenchyme et qui
sont entouré par des cellules a grand noyau.

Technique : Immunomarquage par 1’anti- actine, contre coloration hématoxyline de Myer.
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Figure 16 : Coupes histologiques de la glande pinéale du dromadaire marquée au S-100,
Gx 100, Gx400, Gx1000.

- (a, b) la distribution du S-100B au niveau du parenchyme de la glande et a la périphérie des
vaisseaux (fleches), au niveau des plages cellulaires (Asterisk) il forme un réseau continu
(tétes de fleches).

- (c, d, e) au fort grossissement, le S-100p est intensément présent autour des vaisseaux
sanguins (v).

- A noter a (c) la présence du marquage au niveau de la paroi des vaisseaux sanguins et des
plages cellulaires.

- (e) la présence du marquage (tétes de fleches) au niveau des travées pinéale.

Technique : Immunoperoxydase/DAB, contre coloration Hématoxylline de Mayer.
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Figure 17 : Coupes histologiques de la glande pinéale du dromadaire marquée au
vimentine, Gx 100, Gx400, Gx1000.
- (a, b) Distribution de la vimentine au niveau des amas cellulaires et a la périphérie vasculaire

(fleches).

- (¢) Immunomarquage tres intense observe dans la capsule pinéale (tétes fleches) avec la
présence des travées de la capsule (fleches).

- (d, e) au fort grossissement, le marquage est retrouvé au niveau des cordons vasculaires
(Asterisk) filamenteux, nous constatons aussi la présence des cellules a gand noyau (téte de

fleches) a la périphérie des vaisseaux(v).

Technique : Immunomarquage de I’anti-vimenine, contre coloration hematoxylline de Mayer.
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Chapitre IV Discussion

Les analyses histologique et immunohistochimique avec la S-100B, vimentine et 1’a actine
muscle lisse de la glande pinéale nous ont permis a la fois de comprendre I’architecture de la glande
pinéale, de caractériser sa composante cellulaire ainsi que de déduire de possible interactions entre

ses différents composants.

Concernant la structure genérale, nos résultats histologiques montrent la présence d’un réseau
fibreux distribué dans tout le parenchyme de la glande. En effet, des études antérieures ont démontrés
que la glande pinéale chez le rat est limitée par une capsule filamenteuse, qui envoie des travées
contenant des vaisseaux et des nerfs dans 1’épaisseur de 1’organe et donne un aspect lobulé au

parenchyme pinéal (Girolami et al, 2008).

Du point de vue composant cellulaire, la glande renferme en plus grande partie des cellules de
type neuronal : les pinéalocytes qui se regroupent en amas dans les lobules, ceci a été rapporté par
Lindstrom et Lopes, dans la description de la glande pinéale chez ’'Homme et aussi des neurones
innervant la glande (Lindstrom et Lopes, 2010).

Le pinéalocyte est une petite cellule glandulaire, mesurant 10 a 12 de diamétre, qui posséde un
noyau arrondi ou réniforme, a la chromatine dense et claire avec un petit nucléole, et un cytoplasme
finement granuleux qui présente des prolongements en forme de club de golf au contact des
vaisseaux (Fauchon et al, 2005).

Nos analyses montrent 1’existence d’un autre type cellulaire de type glial : nous n’avons pas pu
spécifier le type exact de la glie car nous avons utilisé des Ac standards qui ciblent de maniére
générale ces cellules. En effet, Jiang-Shieh décrit I’existence d’un type microglial. D’autres auteurs
rapportent un type d’astrocytes fibrillaires (Vollrath, 1981 ; Calvo et al, 1988 ; Villela, 2013),
Les astrocytes fibreux présentent de longs prolongements radiaires et sont riches en filaments
intermédiaires (Gunong, 2005). Ceci a été mis en évidences par les Ac anti-vementine et anti-a-

actine.

En effet, dans le but de cibler les cellules gliales dans la glande pinéale nous avons utilisé
I’anticorps anti-vimentine capable de reconnaitre les filaments intermédiaires retrouvés dans les
astrocytes. Les résultats issus de ce marquage montrent uUn marquage intense au niveau du

parenchyme de la glande. Les études de Boya et Calvo ont démontré la présence de la vimentine au
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niveau de la glande pinéale du chat et chien. Cette méme protéine a aussi été mise en évidence chez

le rat spécifiqguement au niveau des astrocytes (Kofler et al, 2002).

La vimentine, une protéine du cytosquelette appartenant a la famille des protéines unitaires des
filaments intermédiaires, est généralement connue comme une protéine intracellulaire impliquée
dans l'adhérence et la migration cellulaire (Nieminenet al, 2006 ; Mor-Vaknin et al, 2003). La
vimentine de part sa structure moléculaire spécifique qui lui donne une trés grande flexibilité, permet
une grande élasticite et souplesse a la cellule, elle contribue aussi au maintien de sa forme et de son
intégrité (Goldman et al, 1996). De plus elle contribue a la stabilisation des interactions entre les
composants de cytoplasme dans la cellule (Katsumoto et al ,1990). Ce qui pourrait étre attribué aux
structures fibrillaires retrouvées dans une glande fortement stimuler comme le cas de la pinéale et

qui sont supposées appartenir a la composante gliale.

L’intensité du marquage de la vimentine au niveau des amas cellulaires qui s’inserent entre les
pinéalocytes, et qui entourent les vaisseaux sanguins, pourrait mettre en évidence la présence d’une
interaction dynamique entre ces cellules dont le but principal est de régulé la sécrétion de la

mélatonine.

L’immunomarquage de la S-100p a été effectué¢ dans le but d’étudier la distribution de cette
protéine dans la glande pinéale. Dans le systéme nerveux central la S-100 B est une protéine qui
appartient a la famille des protéines qui lie le calcium. Elle est synthétisée essentiellement au niveau
du tissu cérébral par les cellules gliales notamment par les astrocytes. Par conséquent, elle est
considérée comme marqueur spécifique pour ces cellules (Tateishi et al ,2006). Sa présence dans
le tissu nerveux est 30 a 100 fois plus importante que dans les autres tissus (Semba et al ,1987).

Nos résultats montrent une distribution de la S-1008 dans le parenchyme de la glande a proximité
des pinélocytes et autour des vaisseaux sanguins. Nous avons pu observer aussi la présence d’amas
cellulaires a la périphérie de ces derniers. De plus, il a été aussi observé que cette protéine forme un
réseau continu, ce qui indiquerait la présence d’une forte activité d’interactions dans ces zones, cela

supposerait que les astrocytes jouent un role important grace a leur pied astrocytaires

Des études in vitro et in vivo chez le rat démontrent le caractére multifonctionnel de la protéine
S-100p, dont les effets sont a la fois intracellulaires (croissance cellulaire, maintien du cytosquelette,

métabolisme énergétique et la transduction de signaux) et extracellulaire (la prolifération cellulaire,
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la sécrétion et ’apoptose). Ces actions physiologiques résultent d’une interaction protéine-protéine

avec différentes molécules intracellulaires ou membranaires (Donato, 2001).

La protéine S-100B semble participer activement a la régulation de 1’organisation structurale de
la cellule en interagissant avec trois protéines du cytosquelette (Donato, 1987 ; Yu et fraser, 2001) :
la tubuline, inhibant ainsi I’assemblage des microtubules, la protéine tau dont la phosphorylation est
inhibée, conduisant a une augmentation de la polymérisation de la tubuline et la protéine GFAP,

inhibant sa polymeérisation au sein des filaments intermédiaires.

Environ 5 % du pool cellulaire total de la protéine S-100p est lié & la membrane cytoplasmique,
ou elle peut exercer différentes actions: activation des canaux calciques membranaires, une
activation de I’adénylate cyclase, impliquant les protéines G membranaires et inhibition de la
phospholipase C (Donato, 2001). Suite a I’hypothése d’une action extracellulaire de la protéine S-
100p suivie d’actions physiologiques paracrines confirmées par les travaux de Kligman et Marchak,
qui ont montré que 1’addition de protéine S-100p dans le milieu de cultures primaires de neurones
corticaux d’embryons de poulets induit une extension neuritique significative. La S100p est sécrétée
par les astrocytes (Gerlach et al, 2006 ; Shashoua et al, 1984 ; Tramontina et al, 2006) et cette
sécrétion est notamment stimulée dans des situations de stress métabolique (Gerlach et al, 2006).
Elle peut étre stimulée par I’application de sérotonine ou de glutamate, dont les effets passent par le
récepteur 5-HT1A (Whitaker, 1989 ; 1990) et le récepteur au glutamate (Tramontina et al, 2006)
respectivement. A des concentrations de 1’ordre du nanomolaire (nM), la S-100p8 extracellulaire
stimule la prolifération des astrocytes (Goncalves et al, 2000 ; Scotto et al, 1998 ;Selinfreund et
al, 1991 ; Tramontina et al, 2006), et dans les neurones la survie, la neurogénése, et la croissance
des neurites via un recepteur membranaire RAGE (the receptor for Advanced
GlycationEndproducts) ; a des concentrations de I’ordre du mM, au contraire, elle favorise
I’apoptose des neurones et des astrocytes. En outre, la S-100p régule I’expression de plusieurs
cytokines au sein des astrocytes dont 1’expression d’IL-1p et améliore la B amyloide induite par
I’activation des cellules gliales (Hu et Van, 1999) et stimulerait aussi la libération d’1L-6 et TNF-a
(Ponath et al, 2007).

L’ensemble de ces données ainsi que nos résultats indiquent la présence d’une interaction
paracrines entre les pinéalocytes et les astrocytes dont le but est de moduler la synthése de la
mélatonine. Ainsi le tropisme vasculaire observé dans la glande pinéale, suggere que ces cellules a

part leur fonction classique de support pourraient également jouer un réle plus important comme
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barri¢ére selective dans 1’échange de substances entre le parenchyme et les vaisseaux sanguins

(Franco et al ,1997).

Notre étude a nécessité aussi 1’utilisation de différents marqueurs dans le but d’étudier la
distribution de la protéine o actine muscle lisse dans la glande pinéale. D’aprés
I’immunomarquage de cette derniére, elle semble suivre la distribution des capillaires sanguins

des structures en forme de cordons filamenteux.

En effet, I’ a-actine du muscle lisse, protéine unitaire de la famille des filaments
cytosquelettiques. Elle représente 1’une de six isoformes de 1’actine (isoactine) exprimées dans
les cellules des mammiféres (Van et weber, 1978). Dans les CML (cellules musculaires lisses)
vasculaires différenciées et matures, la forme la plus abondante est 1’a-actine représentant plus de
40% des protéines totales et plus de 70% de I’actine totale. Une haute teneur en a-actine est requise
pour générer une grande capacité de contraction et joue un réle important dans la fibrogenése
(Kawasaki et al, 2008).

Ce marquage pourrait également indiquer la richesse de la glande pinéale par les cellules
muscles lisse ainsi que par les péricytes. En effet, de nombreux études utilisent 1’a-actine de
muscle lisse pour caractériser et identifier les péricytes cependant cette protéine est aussi exprimée
par les CMLs. In vitro, il apparait que les péricytes du systéme nerveux central expriment cette
protéine (Herman et Amore, 1985 ; Nehls et Drenckhahn, 1991).

Les péricytes sont des cellules périvasculaires associées aux lits capillaires de tout I’organisme.
Ces cellules ont un réle proche des cellules astrocytaires. Ils apporteraient un soutien structurel
aux cellules endothéliales cérébrales (Ballabh et al, 2004) et pourraient réguler le flux sanguin
des capillaires (Bandopadhyay et al, 2001). Alors que ce type cellulaire a longtemps été négligé
dans I’étude de la physiopathologie de la BHE, des découvertes récentes démontrent que ce type
cellulaire joue un réle majeur dans la mise en place et le maintien des propriétés de la BHE
(Armulik et al, 2011).

La BHE est classiquement décrite comme €tant localisée au niveau de I’endothélium des
capillaires cérébraux. Cependant, depuis quelques années, on voit émerger un concept selon
lequel les facteurs péri-endothéliaux sont d’une grande importance pour 1’établissement des

propriétés de cette barriere. La BHE est maintenant décrite en tant que véritable unité glio-
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vasculaire. Cette derniere se compose des cellules endothéliales reposant sur une lame basale,
des péricytes et des astrocytes.

Comme vu précédemment, les cellules gliales majeure dans la glande pinéale sont des
astrocytes, ainsi, les pieds astrocytaires, qui occupent plus de 85% de la surface des capillaires,
formant un manchon quasi-continu le long de ces vaisseaux (Fenstermacher et al, 1988). Ces
prolongements astrocytaires forment entre eux des jonctions lacunaires (jonctions « gap ») et
des desmosomes (Nakazawa et Ishikawa, 1998). La proximité de ces pieds astrocytaires avec
les cellules endothéliales suggere I’existence d’une communication spécifique entre ces deux
types cellulaires. En effet, I'influence des astrocytes sur la différenciation des cellules
endothéliales ainsi que sur la modulation de la perméabilité de la BHE ont été largement
démontrées et discutées (Abbott, 2002 ; Abbott et al, 2010). L’ensemble de ces éléments
(cellules endothéliales, membrane basale, péricytes et pieds astrocytaires) contribue a faire des
capillaires cérébraux une barriére a la fois physique et métabolique qui régule les échanges

entre le sang et le SNC, assurant le maintien de ’homéostasie cérébrale.
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Notre travail a permis de définir les connaissances de base sur la structure et de la morphologie
de la glande pinéale du dromadaire. Cette glande présente plusieurs propriétés qui la désignent
comme un modele de choix pour I’étude de I’activité et de la plasticité gliale dans le SNC. En
effet, elle offre ’avantage de pouvoir servir comme modele d’étude de la neurosécrétion dans un

¢ventail assez large d’approches.

L’immunomarquage de molécules impliquées dans les différentes fonctions cellulaires dont la
neurotransmission et la plasticit¢ a permis de mettre 1’accent sur les relations morpho-
fonctionnelles entre les cellules de soutien et les pinéalocytes dans la glande pinéale chez le

dromadaire, un mod¢le animal qui n’a jamais été étudié auparavant dans ce cadre.

Ce travail nous a aussi permis de souligner I’importance des interactions structurales entre les
deux types cellulaires pour I’étude des mécanismes physiologiques impliqués dans la régulation

de la sécrétion de la mélatonine dans le but de contrdler les rythmes biologiques.

En effet, la distribution de la vimentine au niveau du parenchyme de la glande pinéale indique la
présence d’une grande flexibilité et élasticité gliales. De plus la réaction positive de la S-100p
pourrait étre un indice de la présence des cellules astrocytaires et d’une forte activité sécrétoire

notamment par les transductions des divers signaux liés au calcium.

11 est suggéré que 1’a actine du muscle lisse n’est pas exclusive aux cellules musculaires lisses,
elle est retrouvée aussi niveau des péricytes dans la glande pinéale. La présence des pérycites et
des astrocytes au niveau des coupes histologiques a proximité des capillaires sanguins de la glande
pinéale du dromadaire indiqueraient la présence d’'une BHE trés stricte a la fois assurée par les
deux types cellulaires en plus de la barriere endothéliale. Ces résultats devraient étre vérifiés
ultérieurement par des études plus approfondies, il serait donc intéressant d’utiliser  des
marqueurs plus spécifiques pour les cellules gliales afin de visualiser et différentier a 1’échelle de
la microscopie électronique les composants cellulaires de la zone périvasculaire dans la glande

pinéale.
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ANNEXE



I. Préparation du tempon phosphate :

Tp

Produits Quantité
Phosphate dissodique 58¢
Phosphate monossodique 0,526¢g
L’eau distillée 250 ml

Il. Préparation des lames gélatinées

Composition

Préparation

1,259 Gelatine
0,125g Alun de chrome
g,sp 250 ml H20 distillée

Réchauffer le mélange a une température
inférieurea45°C..

- Filtrer le mélange .

- Le laisser refroidir.

- Tremper les lames dans la solution.

- Mettre les lames a sécher a température

ambiante




I11. Préparation de la solution de démasquage enzymatique

Produits Quantité
Acide citrique 9 mL
Citrate de sodium 41 mL
L’eau distillée p.s.p 500 ml

IV.Fiche technique du PBS

Code Intérét Composition Préparation
S3024 Utiliser pour préparer des - Phosphate de Mélanger :
solution tampon salines sodium dibasique. 9.4 g de phosphate de
requises dans de - Phosphate de sodium dibasique.
nombreuses procédures sodium - 0629gde
immunohistochimique monobasique . phosphate
- Chlorure de monobasique
sodium - 18g de chlorure
de sodium .

V. Fiche technique de la coloration Hématoxyline de Mayer

Composition Préparation
Eau distillée 1,000 ml | Mélanger : eau + Hématoxyline
Hématoxyline cristallisée . .
y 1lg -Dissoudre a chaud
lodate de sodium 029

-placer la solution dans une étuve a 37-40°C durant 6 &

Alun de potassium pulverise | 50 g 8 heures : cela va hater I’oxydation, la maturation est

révelée par une superbe teinte violacée, en quelque

heure —laisser refroidir et ajouter les deux autres







Tableau 1 : Principales variétés d’olivier cultivées dans le monde

Annexe n°1

Pays Variétés Utilisation Distribution en
hectares
Argentine Arauco Huile+Table 28 .670
Arbequina Huile
Espagne Picual Huile 2.127 000
Hojiblanca Huile+ Table
Cornicabra Huile
Lechin Huile
Manzanilla Huile+Table
Verdal de Badajoz Huile
Empeltre Huile
Arbequina Huile
Cacerena Huile +Table
Etats —Unis Manzanilla Table 12 150
Mission Table
France Picholine Table 20. 000
Tanche Table
Aglandau Huile
Grece Koroneik Huile 630.800
Conservolia Table
Kalamata Table
Mastoidis Huile
Italie Frontoio Huile 1.140 685
Moraiolo Huile
Leccino Huile
Coratina Huile
Carolea Huile
Noccellara Huile + Table
Belice Table
Itrana Table
Ascolana tenera Table
Liban Soury Huile +Table 32.000
Maroc Picholine Huile +Table 412 000
marocaine
Portugal Galega Huile +Table 316 000
Carrasquenha Huile +Table
Redondil Huile +Table




Syrie Al —Zeiti Huile 405 000
Al —Sorani Huile
Al — Doebly Huile +Table
Tunisie Chemlali Huile 1.538 000
Chetoui Huile
Meski Table
Turquie Ayvalik Huile 877 700
Cakir Huile
Gemlik Table
Memecik Table
Dornat Table
Ancienne Oblica Huile +Table 29 960
Yougoslavie Zutica Huile+ Table

(Grati Kamoun N.., 2007)




Annexe n°2

Tableau 2 : Orientations variétales de I’olivier en Algérie

Variétés | Aire de | Impo | Pollinis | Destinati | Observations

culture rtanc | ateur on
e

Sigoise Ouest 25% | Cornica | Table +|Trées estimée pour la
Algérien bra Huile conservation et  I’huilerie,
(Oranie, rendement élevé en huile,
Tlemcen) variété autofertile

Cornicab | Ouest 5% - Table + | Trés bon pollinisateur de

ra Algérien Huile Sigoise
(Oranie, Originaire d’Espagne
Tlemcen)

Sevillane | Ouest 3% - Table Trés intéressante par le gros
Algérien calibre des fruits
(Plaine
d’Oran)

Chemlal | Centre 10% | Azeradj | Huile Huile tres appréciée.
Algérien Frontoio Résiste en culture seche.
Kabylie Inconvénients: autostérile,

floraison tardive.

Azeradj Centre 15% | - Table Tres bon pollinisateur de
Algérien +Huile Chemlal
Bouchou | la Fayette 2% - Table Intéressante pour la région
k Centre +Huile de Bougaa
Algérien
Boukhen | Centre 2% - Huile Donne les meilleurs
fas Algérien résultats & la station de
Sidi-Aich
Limli Est Algérien | 8% Azeradj | Huile Variété conseillée dans la

région de jijel a Sidi-Aich

Blanquet | Est Algérien |20 % | - Table -
te du +Huile
verge

Rougette | Est Algérien | 12% | - Huile -




Neb Sud Est | 5% - Table + | Variété des régions

Djmel Algérien Huile présaharienne

Frontoio | Centre et | 1% - Huile Variété italienne, bon
Est pollinisateur de Chemlal

Coratina | Centre et | 1% - Huile Variété italienne tres
Est rigoureuse et tres

productive

Longue Centre et | 5% - Table Trés  localisee dans la

de Ouest +Huile région de Miliana

Miliana

Ronde de | Centre et | 5% - Table Trés  localisée dans la

Miliana Ouest +Huile région de Miliana

Picholine | Ouest du | 30U - Huile Tres commune avec la

Marocain | pays Sigoise (méme caractére)

e

Ascolana | Ouest - - Table Fertilité excellente et

réguliere.  Bonne  rusticité
de D’arbre. Résiste au froid.
Pourrait avoir un grand
avenir en Algérie

Hamma Est Algérien | - - Table Meilleurs  variété de la
de région constantinoise  pour
Constanti la  conservation, nécessite
ne des irrigations.
Bouricha | Est Algérien |5 a 6 | - Huile Cultivée dans les régions a
(Collo- % forte pluviométrie
Oued El
Kebir)

(Loussert et Brousse 1978)

NB : On représente dans ce tableau, seulement les variétés les plus importantes. Il
existe plusieurs variétés. Cependant, une méme variété peut avoir différentes
dénominations suivant les régions. (Loussert et Brousse 1978).




Annexe n°3

Verreries
Ampoule

Becher

Boites de Pétri
Burette graduée
Entonnoir de N° 4
Erlen Meyer a col rodé avec bouchon
Fiole conique
Mortier

Papier aluminium
Papier filtre
Pipette graduée
Pipettes pasteur

Tube a essali



Annexe n°4

Appareillages
Agitateur magnétique
Balance analytique
Centrifugeuse
Etuve
Moulin & café
Pied —coulisse
Refractomeétre
Rotavapor
Spectrophotometre UV-Visible

Vortex



Annexe n°5

Réactifs et solutions
Acide acétique

Acide gallique

Chloroforme

Cyclohexane

Eau distillée

Ether di-éthylique /Ethanol
Hexane

Méthanol

Phénolphtaléine

Solution Hydroxyde de potassium
Solution lodure de potassium
Solution de thiosulfate de sodium
Solution d’amidon

La solution carbonate de sodium
Le réactif de Folin Ciocalteu

Réactif de Wijs



Annexe Nn°7

INTENSITE DE PERCEPTION DES DEFAUTS :

Chdmé/lies

Moisi-humidité-terre

Vineux-Vinaigre- I

Acide-Aigre

Meétallique |

Rance

Autres (lesquels)

INTENSITE DE PERCEPTION DES ATTRIBUTS POSITIFS :

Fuite '

Amer Vert mar

Piquant

Nom du déqustateur :

Code de ’échantillon :

Date :
Observations :
(COI,2010)

Figure 16: FEUILLE DE PROFIL DE L’HUILE DE L’OLIVE VIERGE



Annexe n°8
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Figure N°27 : Structures chimiques des Polyphénols identifiés dans les fruits, les feuilles

et les huiles d’olive classées par ordre alphabétique (Omar, S.H., 2010).



Annexe Nn°6

Tableau06 : Taux d’humidité et de mati¢re séche des variétés d’olive Chemlal et Azeradj.

Echantillon Essai Humidité Moyenne Matiere Moyenne
(H%) (H%) séche (MS%)
(MS%)
Chemlal C 1 48,60 51,4
2 50,90 49,03 49,1 50,96
3 47,61 52.39
Azeradj A 1 55,95 44,05
2 54,89 54,44 45,11 45,56
3 52,48 47,52

Tableau07 : Composition en polyphénols totaux (mg EAG/100g MS) exprimés en acide

gallique

EAG/100g MS).

Zextrait de pulpe d’olive Azeradj Chemlal
Polyphénols
Polyphénol totaux (mg 1053,88 923,69




Tableau08 : Composition en polyphénols totaux mg/kg exprimés en acide gallique

hantillons Bejaia | Bougara | Larbaa | Médéa | Sétif Tipaza
polyphénol

Polyphénols (mg/Kg) 429.23 |390.76 | 346,53 |292.69 |461.92 | 185

Tableau 11 : Résultats de ’acidité des huiles d’olives étudiées

Echantillons Acidité (%) Moyenne (%) Norme COI
Bejaia 1,12 0,98
0,84
Bougara 2,82 2,89
2,82
Larbaa 1,97 1,83
1,69 3,3%
Médéa 2,82 2,96
3,10
Sétif 1,97 2,11
2,25
Tipaza 4,23 4,51
4,79




Tableau 12: Résultats de I’indice d’acide des huiles d’olives étudiées.

Echantillon Indice d’acide Moyenne (Mg /g) Norme COI
(Mg/g)
Bejaia 2.24 1.96
1.68
Bougara 5.61 5.61
5.61
Larbaa 3.99 3.68 6,6Mg/g
3.36
Médéa 3.92 4.20
4.48
Sétif 5.61 5,89
6.17
Tipaza 8.41 9.25
10.09

Tableau 13 : résultats de I’indice de peroxyde des huiles d’olives étudiées.

Echantillon Indice de peroxyde Moyenne Meq ¢ Norme COI
Meq g D’O, /Kg D’02 /Kg
Bejaia 12 125
13
Bougara 15 14
13
Larbaa 6 7 20 Meq
8 gD’Oz/Kg
Médea 20 20.5
21
Sétif 16 15
14
Tipaza 22 24.5

27




Tableau 14 : résultats de I’indice d’iode des huiles d’olives étudiées.

Echantillon Indice d’iode Moyenne Norme COI

Bejaia 81,21 79,40
77.40

Bougara 92.63 93,90
95,17

Larbaa 88,83 93,17

97,52 75-94

Médea 76.14 82,48
88.83

Sétif 85,02 86,29
87,56

Tipaza 97,21 94.02
90,83

Tableau 15 : Résultats de I’indice de réfraction des huiles d’olives étudiées.

Echantillon L’indice de réfraction moyenne Norme COI
Bejaia 1,4682 1,4678
1,4675
Bougara 1,4687 1,4683
1,4679
Larbaa 1,4687 1,4686
1,4685 1,4677-1,4705
Médéa 1,4692 1,4694
1,4696
Setif 1,4692 1,4692
1,4692
Tipaza 1,4702 1,4704

1,4706




Tableau 16 : Résultats de I’absorbance dans I’Ultraviolet a une longueur d’onde de 232 nm
des huiles d’olives étudiées.

Echantillon Absorbance a 232nm Moyenne Norme COI

Bejaia 1,872 1,837
1,802

Bougara 2,394 2,347
2,300

Larbaa 2,177 2,202

2,227 <2,6

Médéa 2,301 2,296
2,291

Sétif 2,175 2,174
2,173

Tipaza 1,980 1,981
1,983

Tableau 17 : Résultats de 1’absorbance dans 1’Ultraviolet a une longueur d’onde de 270 nm
des huiles d’olives étudiées.

Echantillon Absorbance 270 nm | Moyenne Norme COI

Bejaia 0,200 0,200
0,200

Bougara 0,220 0,220
0,221

Larbaa 0,221 0,221

0,221 <0,3

Médéa 0,320 0,320
0,321

Setif 0,210 0,210
0,210

Tipaza 0,310 0,310
0,310




Glossaire

Apoptose : Apoptose ou la mort cellulaire programmeée est le processus par lequel des cellules
déclenchent leur auto-destruction en réponse a un signal. C'est l'une des voies possibles de

la mort cellulaire, qui est physiologique,génétiqguement programmée (Kerr , 202).

Exocytose : C’est le mécanisme par lequel la cellule libére de larges biomolécules a travers
sa membrane. L’exocytose a lieu quand des vésicules de transport ou de sécrétion fusionnent
avec la membrane plasmique et que leur contenu sort dans le milieu extracellulaire

(Burgoyne et Morgan , 2003 ).

Hyperhémie : L hyperémie (qui peut aussi s'écrire «hyperhémie ») est un terme médical peu
précis qui désignait autrefois une hausse anormale de l'afflux de sang dans un organe
(Humeau , 2001) .

Hypocrétine : Les orexines ou hypocrétines sont des neurotransmetteurs polypeptidiques de
30 acides aminés synthétisées par une population de neurones anatomiquement restreinte. Les
neurones orexinergiques sont localisés dans I'hypothalamus latéral et dorso-médian ainsi que

dans l'aire péri-fornicale (Lin et al , 1999) .

Myéline : La myéline est une substance constituée principalement de lipides (sphingomyéline)
dont les couches alternent avec des couches de protides. De fagon générale, la myéline sert a
isoler et a protéger les fibres nerveuses, comme le fait le plastique autour des fils électriques
(Bigler ,2012).

Névroglie : C’est un tissu de soutien situé a I'intérieur de I'encéphale et de la moelle épiniére.
Quatre types de cellule la constituent: les cellules épendymaires, les astrocytes, les
oligodendrocytes et les cellules microgliales (Aigouy ,2008)

Opsine : Les opsines forment une famille de protéines capables de réagir a [I'énergie
lumineuse grace a sa liaison avec un chromophore particulier : le rétinal ou un de ses dérivés,

formant ainsi une molécule mixte appelée rhodopsine. Ces protéines sont présentes dans
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Rhodopsine

I'ensemble du vivant, et sont impliquées dans la grande majorité des processus
de photosensibilité (Findlay , 1986 ) .

Phagocytose : C’est est le processus cellulaire par lequel les micro-organismes sont détruits
par certaines catégories de leucocytes, appelés phagocytes (ou cellules phagocytaires)
( Reichert, 2001) .

Rhodopsine : Pigment visuel des cellules a batonnets de la rétine, constitué d’un pigment
dérivé de la vitamine A et d’une opsine en trois parties (protéique, phospholipidique et

oligosaccharidique) ( Arthur , 2011) .

Rythme circadien : Un rythme circadien est unrythme biologique d’une durée
de 24 heures environ. Le rythme veille-sommeil est celui qui marque le plus nos vies
quotidiennes. 1l est présent chez la plupart voire la totalité des animaux, incluant

les invertébrés (Lavie , 2001) .

Spermatogenese : La spermatogenese est le processus de production des spermatozoides, qui
a lieu dans les tubes séminiféres des testicules. Elle englobe les pheénomeénes qui,
des spermatogonies, cellules souches diploides (2n chromosomes), aboutissent

aux spermatozoides, gametes males haploides (n chromosomes) ( Richard , 2010)

Synaptogenese : C’est la formation des synapses. Bien qu'elle se produise tout au long de la
durée de vie d'une personne saine, une explosion de la formation des synapses se produit au
cours du développement précoce du cerveau. On prend pour exemple la mise en place de la

jonction neuromusculaire (Konig , 1975) .

Systéeme nerveux sympathique : Le systeme nerveux sympathique ou systéme nerveux
orthosympathique est une des trois parties du systeme nerveux autonome. Les deux autres
parties sont le systéme nerveux entérique et le systeme nerveux parasympathique, ce dernier
déclenchant (la plupart du temps) des réponses antagonistes au Systeme nerveux

orthosympathique ( Straznicky , 2008) .
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- Vasoconstriction : La vasoconstriction est un mécanisme physiologique correspondant a la
diminution du diameétre des vaisseaux sanguins. Elle intervient normalement en réponse

immédiate a la lésion d'un vaisseau pour en arréter le saignement (Bautista-Pérez , 2011) .
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