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“One never notices what has been done; 
One can only see what remains to be done”

                                                                         
                                                                         Marie Curie
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                                         Introduction 

La Tunisie est le pays oléicole le plus important du Sud de la Méditerranée. Plus de 30 

% de ses terres agricoles sont consacrées à l’oléiculture. La culture de l’olivier est répartie du 

nord au sud dans des conditions bioclimatiques très variées, avec une grande diversité 

variétale. Aujourd’hui, le patrimoine oléicole tunisien est estimé à plus de 65 millions 

d’arbres qui couvrent une superficie de 1680000 hectares. La Tunisie occupe ainsi le 

quatrième poste au niveau mondial en nombre d’arbres et le second en superficie. 

Pour la Tunisie, ce secteur joue un rôle économique, social et environnemental important. Sur 

le plan national, il contribue à la réalisation des objectifs nationaux de sécurité alimentaire, de 

création d’emploi, d’équilibre de la balance commerciale, de préservation des ressources 

naturelles et de limitation de l’exode rural. Sur le plan international, il procure à la Tunisie le 

rang du quatrième producteur et du troisième exportateur mondial d’huile d’olive.  

L’industrie oléicole engendre, en plus de l’huile d’olive et les olives de table comme 

produits principales, des sous produits de type liquide (margines) et solide (grignons, feuilles 

et brindilles). 

Les feuilles d’olivier sont engendrées en grande quantité par l’industrie oléicole. Durant la 

récolte, des feuilles pourront être cueillies avec les olives. Ces sous produits sont écartés des 

olives dans les oliveraies mais aussi dans les huileries. Ils sont estimés à 10% de la masse 

globale des olives récoltés. A cette quantité s’ajoute la biomasse de la taille. En effet, après la 

récolte des olives, les oliviers subissent en général une taille sévère un an sur deux et une 

taille légère l’année suivante. Les quantités des produits de la taille ont été estimées à 25 kg 

de feuille et brindilles (diamètres inferieurs à 3 cm) produites par an et par arbre. 

Les feuilles d’olivier, biomasse produite en grande quantité dans les pays méditerranées et en 

particulier en Tunisie, ne doivent pas être considérées comme un déchet encombrant, mais 

comme une richesse qu’on doit utiliser. La valorisation de ces résidus est devenue une 

nécessité pour améliorer la rentabilité du secteur oléicole. 
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Les feuilles d’olivier sont connues par leurs vertus bénéfiques pour la santé humaine, due à 

leurs richesses en composés phénoliques, notamment l’oleuropéine. Ces composés possèdent, 

entre autres, des pouvoirs antioxydant, anticancéreux, antimicrobien qui les rendent très 

importants pour les domaines de la santé et l’industrie agroalimentaire.  

  
  Le sujet de la présente thèse s’inscrit dans le cadre de l’étude et la proposition des 

voies de valorisation des feuilles d’olivier pour un développement durable du secteur oléicole 

en Tunisie et la contribution à la connaissance scientifique internationale dans ce domaine.     

Ce présent mémoire s’articule autour de trois chapitres.    

Dans une première partie, nous nous proposons d’analyser qualitativement et quantitativement 

les feuilles d’olivier par une méthode innovante de spectroscopie moyen infrarouge à 

transformé de Fourrier, combinée avec des traitements chimiométriques. 

L’étude du l’effet de l’incorporation des extraits ou poudre des feuilles d’olivier dans les 

viandes bovines hachées sur les qualités microbiologique, biochimique, technologique et 

sensorielle du produit a fait l’objet de la deuxième partie de la thèse.       

La troisième partie de la thèse a été consacrée à l’évaluation du l’effet de certains traitements 

technologiques sur les composés phénoliques des feuilles d’olivier et sur leurs capacités 

antioxydantes.      

    

    

       



Etude bibliographique
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1. L’olivier 

1.1. Classe botanique 

L’olivier est un arbre cultivé pour son fruit, l'olive, qui donne une huile recherchée 

« l’huile d’olive ». Cette dernière, mais aussi les olives de table, sont des éléments 

importants de la diète méditerranéenne et sont consommées en grande quantité dans le 

monde entier. La classification botanique de l’arbre de l’olivier selon Cronquist (1981) est 

la suivante :  

Règne: Plantae  
Sous-règne : Tracheobionta 

Division : Magnoliophyta 

Classe : Magnoliopsida 

Sous-classe : Asteridae  
Ordre : Scrophulariales

Famille : Oleaceae  
Genre : Olea

Espèce: europaea

Sous-éspèce: europaea Fig. 1. Oliveraie à Béja (Nord ouest de la 
Tunisie) 

1.2. Situation dans le monde 

La zone naturelle de répartition géographique de l’olivier dans le monde se situe 

principalement entre le 26e et le 45e  degré de latitude nord et sud (Fig. 2), ce qui explique son 

introduction avec succès en Chine, au Japon, aux Etats Unis (Californie), et au Mexique pour 

l’hémisphère nord, en Australie, en Afrique du Sud et dans divers pays de l’Amérique du Sud 

pour l’hémisphère Sud.  

Fig. 2. Zone de répartition géographique de la culture de l’olivier 
 dans le monde (Pagnol, 1996) 

En Afrique, l’olivier est cultivé par ordre d’importance en Tunisie, Maroc, Algérie, Libye, 

Egypte, Afrique du Sud et Angola. Les pays d’Europe qui cultivent l’olivier sont par ordre 
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d’importance : L’Espagne, l’Italie, la Grèce, le Portugal, l’Albanie, Chypre, la France, la 

Solvénie et Malte. Au Moyen Orient et en Asie, les pays cultivateurs d’olivier sont par ordre 

d’importance Turquie, Syrie, Palestine, Liban, Israël, Jordanie, Irak, Iran et Chine. En 

Amérique, l’olivier est cultivé par ordre d’importance en Argentine, Mexique, Chili, Pérou, 

Uruguay, Brésil et Etats Unis (Californie). L’Australie fait partie des nouveaux producteurs.      

Cependant, environ 97% des 850 millions d’oliviers, qui couvrent une superficie de 9500000 

hectares, dans le monde poussent en région méditerranéenne (Verdier, 2003). Le bassin 

méditerranéen reste une zone privilégiée par rapport au reste du monde pour la culture de 

l’olivier grâce à son climat adéquat tant au niveau de la température mais aussi au niveau de 

l’hydrométrie (Fig. 3).   

Fig. 3. Zones de répartition géographique de la culture de l’olivier  
dans le bassin  Méditerranéen (Ghedira, 2008) 

1.3. Situation en Tunisie 

La Tunisie est le pays oléicole le plus important du Sud de la Méditerranée. Plus de 30 

% de ses terres agricoles sont consacrées à l’oléiculture. La culture de l’olivier est répartie du 

nord au sud dans des conditions bioclimatiques très variées. Aujourd’hui, le patrimoine 

oléicole tunisien est estimé à plus de 65 millions d’arbres qui couvrent une superficie de 

1680000 hectares. La Tunisie occupe ainsi le quatrième poste au niveau mondial en nombre 

d’arbres et le second en superficie (Karray et al., 2009). La production tunisienne en 2004 est 

évaluée à 280000 tonnes pour l’huile d’olive et à 26000 tonnes pour l’olive de table (COI, 

2006). En Tunisie, l’huile d’olive est un produit stratégique d’exportation. Il joue un rôle 

économique, social et environnemental important. Sur le plan national, il contribue à la 

réalisation des objectifs nationaux de sécurité alimentaire, de création d’emploi, d’équilibre de 

la balance commerciale, de préservation des ressources naturelles et de limitation de l’exode 

rural. Sur le plan international, il procure à la Tunisie le rang du quatrième producteur et du 

troisième exportateur mondial et des parts non négligeables sur les principaux marchés 

d’exportation.  
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1.4. Les variétés tunisiennes 

La caractéristique de la culture d’olivier en Tunisie, aussi ancienne que traditionnelle, 

est l’utilisation actuelle d’un matériel végétal sélectionné naturellement au fil des siècles. 

Le patrimoine variétal tunisien est constitué d’une grande variété de cultivars (Fig. 4) réparti 

du Nord au Sud. Néanmoins, les oliveraies sont constituées essentiellement de deux variétés 

principales : 

   - “Chemlali de Sfax”, qui occupe 60% de la surface oléicole, est localisée de préférence 

dans le Nord-Est, dans le centre littoral, au Sud et à l’extrême Sud.  

   - “Chetoui” est une variété à double aptitude. Elle occupe 35% de la surface oléicole du 

pays et s’étend surtout sur la bande côtière septentrionale de la Tunisie. 

Fig. 4. Sites et répartition géographique des variétés autochtones et des types  
locaux d’olivier en Tunisie (Trigui, Msallem  et collaborateurs, 2002) 
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La destination de la production des olives (huile d’olive ou olive de table) dépend de la 

variété (Tableau 1).   

       Tableau 1. Principaux variétés cultivées en Tunisie et leurs utilisations 

Variétés à huile d’olive Variétés à olive de table Variétés à double destination

Barouni  Besbessi Chemcheli 
Chemlali Bidh el Hamam Chetoui 

Chemlali de Gafsa Limli Gerboui 
Chetoui Limouni Oueslati 
Gerboui Meski Zarrazi 
Oueslati    

Sehli   
Zalmati   
Zarrazi   

1.5. Techniques de discrimination et d’identification des variétés d’olivier 

L’olivier compte de nombreuses variétés qui se distinguent entre eux par des 

caractères morphologiques (formes olives, noyaux, feuilles,…), agronomiques et chimiques 

différents ainsi que par leur adaptation à des conditions climatiques différentes. Une revue de 

la littérature sur les principales techniques utilisées pour la discrimination et l’identification 

variétale des oliviers est présentée dans le Tableau 2.  

Les premiers travaux de classification et d’identification des variétés d’olivier remontent au 

XIXème siècle. Toutefois, Ruby (1917) a été le premier à utiliser les différents organes de 

l’olivier (feuille, fruit et endocarpe) pour caractériser et classer les variétés de cette espèce. 

Depuis, divers travaux d’identification variétale ont été élaborés à partir de la combinaison 

des caractères morphologiques, agronomiques et phénologiques relatifs à l’arbre, au rameau 

fructifère, au fruit, à l’inflorescence, à la feuille et à l’endocarpe. Ces travaux ont montré la 

grande utilité des caractères utilisés pour l’inventaire des variétés des différentes régions 

oléicoles. Ils ont permis aussi de résoudre divers cas d’homonymie et de synonymie. 

L’utilisation systématique de caractères morphologiques descriptifs de l’arbre et de ses 

différents organes a permis la caractérisation primaire et l’identification discriminante des 

variétés. Outre la caractérisation primaire, le conseil oléicole international (COI) a adopté une 

méthodologie commune pour la caractérisation secondaire. L’objectif de cette caractérisation 

(agronomique, phénologique, pomologique et relative à la qualité de l’huile) des variétés 

d’olivier est de mieux connaître les ressources génétiques en vue d’une utilisation correcte des 

cultivars dans des conditions pédoclimatiques adaptées qui se traduira par une amélioration de 

la qualité des produits oléicoles. Une variété adaptée à son milieu est en effet moins 

susceptible aux facteurs biotiques et abiotiques et cela a une répercussion très directe sur la 
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qualité de l’huile d’olive. La caractérisation secondaire permet à la communauté scientifique 

de disposer d’informations fiables sur la manière de classer les cultivars selon différentes 

caractéristiques agronomiques essentielles : productivité, adaptation aux conditions 

pédoclimatiques, résistance ou tolérance aux maladies et parasites, etc. Ces informations sont 

extrêmement utiles pour les travaux d’amélioration génétique et de sélection variétale. 

Les caractères morphologiques sont généralement influencés par les conditions 

environnementales. La nécessité de surmonter les difficultés rencontrées dans la 

caractérisation morphologique a mené certains chercheurs à entreprendre de nouvelles études 

d’identification variétale basées sur les marqueurs génétiques (marqueurs enzymatiques et 

moléculaires). Les marqueurs enzymatiques, considérés généralement comme neutres vis-à-

vis des conditions environnementales (Ouazzani et al., 1993), ont été les premiers marqueurs 

génétiques développés pour identifier les variétés d’olivier. Les études qui ont concerné le 

polymorphisme enzymatique du pollen (Loukas et Krimbas, 1983 ; Trujillo et Rallo, 1995) et 

le polymorphisme alloenzymatique des feuilles (Ouazzani et al., 1993) ont révélé une 

variabilité génétique très importante. Toutefois, ces marqueurs ont montré leurs limites pour 

l’identification de variétés étroitement apparentées (Ouazzani et al., 1995). 

Les marqueurs moléculaires, principalement les RAPD (random amplified polymorphic 

DNA), ont été très étudiés au cours des dernières années en vue de leur utilisation pour 

l’identification des variétés d’olivier. Ces marqueurs génèrent un polymorphisme génétique 

important (Vergari et al., 1996 ; Belaj et al., 2001 ; Besnard et al., 2001). Le caractère 

dominant et le problème de reproductibilité des résultats caractérisant les marqueurs RAPD 

justifient le recours récent des chercheurs à l’utilisation des marqueurs SSR (simple sequence 

repeats) (Rallo et al. 2000 ; Cipriani et al., 2002 ; Doveri et al., 2008) et ISSR (inter simple 

sequence repeats) (Pasqualone et Caponio, 2001 ; Essadki et Ouazzani, 2003 ; Terzopoulos et 

al., 2005) pour l’identification des variétés d’olivier.  

Récemment, une approche chimiométriques sur la base des données analytiques a été 

développée pour la discrimination et la classification des variétés d'olivier. La classification 

variétale a été réalisée par analyse du profil phénolique des feuilles (Japon-Lujan et al., 2006 ; 

Di donna et al., 2010) ou de la composition en acide gras du fruit (Casale et al.,  2010) et de 

l’huile (Hannachi et al., 2008). Le profil spectral infrarouge des olives (Casale et al.,  2010b) 

et de l’huile d’olive monovariétale (Casale et al.,  2010a) peut être aussi utilisé pour la 

discrimination et classification variétale.   



Thèse Fathia AOUIDI                                                                ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

8

Tableau 2. Techniques de discrimination et d’identification des variétés d’olivier 

Technique Marqueur  Organes Variétés étudiées Références 
Description du 
phénotype  

Descripteur 
morphologiques et 
agronomiques  

Arbre, feuille, 
fruit, noyau 

Tunisienne Trigui and 
Msallem, 2002 

Description du 
phénotype  

Descripteur 
morphologiques 

fruit, endocarpe, 
feuille et 
inflorescence 

Méditerranéenne  Idrissi et 
Ouazzani, 2003 

Description du 
phénotype  

Descripteur 
morphologiques 

fruit, endocarpe Portugaise  Pinheiro et 
Esteves da 
Silva, 2005 

Description du 
phénotype  

Descripteur 
morphologiques et 
pomologique  

Arbre, feuille, 
fruit : drupe et 
noyau, huile 
d’olive 

Tunisienne Hannachi et al., 
2008 

Biochimique  Isoenzyme  Feuille Tunisienne Kamoun et al., 
2002 

Moléculaire :  RAPD et AFLP Feuille Espagnole et 
italienne 

Belaj et al., 
2004 

Moléculaire :  RAPD  Feuille Jordanian Hdeib et  
Hassawi, 2006 

Moléculaire : RAPD-PCR  Feuille Turque  Ergulen et al., 
2002 

Moléculaire  ISSR Feuille  Grecque Terzopoulos et 
al., 2005 

Moléculaire  SSR Feuille  Italienne  Alba et al., 
2009 

Moléculaire  SSR Feuille  Méditerranéenne  Bracci et al., 
2009 

Moléculaire  SSR  Feuille Méditerranéenne Doveri et al., 
2008 

Moléculaire  SSR Feuille Tunisienne Hannachi et al., 
2008 

Analytique : 
CPG 

Composition en 
acide gras   

huile d’olive Tunisienne Hannachi et al., 
2008 

Analytique: 
CPG 

Composition en 
acide gras   

Fruit  Méditerranéenne Casale et al.,  
2010 

Analytique: 
HPLC 

Composition 
phénolique 

Feuille  Espagnol  Japon-Lujan et 
al., 2006 

Analytique: 
HPLC-ESI-MS 

Composition 
phénolique 

Feuille  Italienne  Di donna et al., 
2010  

Analytique: 
SPIR 

Profil des fonctions  
chimiques 

Fruit  Méditerranéenne Casale et al.,  
2010b 

Analytique: 
SPIR et SMIR 

Profil des fonctions  
chimiques 

Huile d’olive Italienne Casale et al.,  
2010a 

RAPD: randomly amplified polymorphic DNA; AFLP: amplified fragment-length polymorphism; RAPD-PCR: 
randomly amplified polymorphic DNA-Polymerase chain reaction;  ISSR: Inter Simple Sequence Repeat; SSR: 
Simple Sequence Repeat; CPG: Chromatographie phase gazeuse; HPLC: High performance liquid 
chromatography; HPLC-ESI-MS: high performance liquid chromatography/ electrospray ionization tandem mass 
spectrometry; SPIR: Spectroscopie proche infrarouge; SMIR: Spectroscopie moyen infrarouge.    
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2. Les feuilles d’olivier 

2.1. Biomasse énorme  

L’industrie oléicole engendre, en plus de l’huile d’olive comme produit principal, des 

sous produits de type liquide (margines) et solide (grignons, feuilles et brindilles).   

Durant la récolte, des feuilles pourront être cueillies avec les olives. Ces sous produits sont 

écartés des olives dans les oliveraies (Fig. 5 a et b) mais aussi dans les huileries (Fig. 5 c). Ils 

sont estimés à 10% du masse globales des olives récoltés (Bouaziz et al., 2008). A cette 

quantité s’ajoute la biomasse de la taille (Fig. 5 d). En effet, après la récolte des olives, les 

oliviers subissent en général une taille sévère un an sur deux et une taille légère l’année 

suivante. Les quantités des produits de la taille ont été estimées à 25 kg de feuille et brindilles 

(diamètres inferieurs à 3 cm) produites par an et par arbre, selon Nefzaoui (1995).

La valorisation de ces résidus, engendrés en grande quantité, est devenue une nécessité pour 

améliorer la rentabilité du secteur oléicole. 

      

Fig. 5. Les feuilles d’olivier, sous produit de l’industrie oléicole, engendré en grande quantité 
lors de la récolte (a et b), en huilerie (c) et après la taille des oliviers (d).     

2.2. Composition des feuilles d’olivier 

Les feuilles fraîches d’olivier sont caractérisées par une matière sèche aux alentours de 

50%. Le Tableau 3  montre sa composition chimique globale selon différents auteurs.  

La composition chimique des feuilles varie en fonction de nombreux facteurs : variété, 

conditions climatiques, époque de prélèvement, âge des plantations (Nefzaoui, 1995). 

Les feuilles sont particulièrement riches en carbohydrates. La matière organique est constituée 

par des protéines, des lipides, des monomères et polymères phénoliques (tel que les tannins) 

et principalement par des polysaccharides (tel que cellulose, hémicelluloses).  

La teneur en protéine est faible dans les feuilles d’olivier. Le Tableau 4 présente sa 

composition en acides aminées, qui est particulièrement diversifié. 

(a) (b) (c) (d) 
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La composition en minéraux des feuilles d’olivier est présentée dans le Tableau 5. Le 

minéraux le plus abondant dans les feuilles est le fer avec une concentration de 273 g/ Kg de 

matière sèche.    

Tableau 3. Composition chimique global des feuilles d’olivier (exprimé en g par 100 g) selon 
plusieurs auteurs.  

Composition  

(en %)  

Boudhrioua et 

al., 2009 

Erbay et 

Icier, 

2009 

Martin-Garcia 

et al., 2006 

Garcia-Gomez 

et al., 2003 

Fegeros et 

al., 1995 

Eau  46,2-49,7 a 49,8 a 41,4 a nd 44,0 a 
Protéines  5,0-7,6 a 5,4 a 7,0 b nd nd 
Lipides  1,0-1,3 a 6,5 a 3,2 b 6,2 b nd 
Minéraux 2,8-4,4 a 3,6 a 16,2 b 26,6 b 9,2 b 
Carbohydrates 37,1-42,5 a 27,5 a nd nd nd 
Fibres brutes nd 7,0 a nd nd 18,0 b 
Cellulose  nd nd nd 19,3 b 11,4 b 
Hémicellulose  nd nd nd 25,4 b 13,3 b 
Lignin nd nd nd 30,4 b 14,2 b 
Polyphénols totaux 1,3-2,3 b nd 2,5 b nd nd 
Tannins solubles nd nd nd nd 0,3 b 
Tannins condensés  nd nd 0,8 b nd 1,0 b 
a correspond aux valeurs exprimées par rapport à la masse fraiche des feuilles d’olivier.  
b correspond aux valeurs exprimées par rapport à la masse sèche des feuilles d’olivier.  
nd : valeur non déterminée 

Tableau 4. Composition en acides aminées des feuilles d’olivier fraiche (exprimé 
en g par Kg  d’azote total) (selon Martin-Garcia et Molina-Alcoide, 2008) 

Acides aminées Concentration  

Acide aspartique 27,5 
Acide glutamique 35,1 
Serine 44,5 
Glycine 79,6 
Histydine 25,4 
Arginine            162,0 
Threorine 46,8 
Alanine  73,8 
Proline  84,2 
Tyrosine  32,3 
Valine  74,8 
Mehionine   5,3 
Cysteine   1,6 
Isoleucine  58,8 
Leucine  104 
Phenylalanine  51,8 
Lysine  19,1 
Acides aminées essentiels  547 
Acides aminées non essentiels 379 
Acides aminées totaux (sans tryptophane) 926 
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Tableau 5. Composition en minéraux des feuilles d’olivier (exprimé  
en g par Kg de matière   sèche) (selon Fegeros et al., 1995) 

 Minéraux  Concentration 

Calcium (Ca) 12,7 
Phosphore (P)    2,1 
Manganèse (Mg)  1,9 
Potassium (K)  6,3 
Fer (Fe)                   273,0 
Cuivre (Cu) 10,7 
Zinc (Zn) 21,3 
Magnésium (Mn)  50,0 

2.3. Les composés phénoliques des feuilles d’olivier 

2.3.1. Généralité sur les composés phénoliques 

2.3.1.1. Définition et localisation des composés phénoliques 

Les composés phénoliques, métabolites secondaires, forment le groupe des composés 

organiques phytochimiques le plus important dans le royaume des végétaux avec plus de 8000 

structures phénoliques présents dans tous les organes de la plante (Beta et al., 2005). 

L'élément structural de base est un noyau benzoïque auquel sont directement liés un ou 

plusieurs groupes hydroxyles, libres ou engagés dans une autre fonction chimique (éther, 

méthylique, ester, sucre...) (Bruneton, 1993).  

     

OH

  

Fig. 6. Formules brute et chimique d’une fonction phénol 

Cette définition chimique n’est cependant pas tout à fait satisfaisante car elle inclut d’autres 

composés dont certaines hormones. Une définition métabolique lui est parfois préférée. Les 

composés phénoliques des plantes sont alors décrits comme les substances dérivées de la voie 

métabolique de l’acide shikimique (Robards et al., 1999; Sanoner, 2001). Le terme de 

polyphénols est souvent consacré par l’usage pour désigner les composés phénoliques.  

Dans la cellule, les composés phénoliques sont essentiellement localisés sous forme 

soluble dans les vacuoles. Ils peuvent également s’accumuler dans les parois végétales : c’est 

le cas de la lignine (hétéropolymère d’alcools coniférylique, p-coumarylique et sinapylique) 

ou de certains flavonoïdes (Robards et al., 1999; Macheix et al., 2003). 

2.3.1.2. Classification des composés phénoliques 

Les composés phénoliques des plantes sont répartis en différentes classes selon la 

structure de leur squelette de base.  

C6H5OH
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Harborne et Simmonds (1964) ont classifié les composés phénoliques en groupes en se basant 

sur le nombre du carbone dans la molécule (Tableau 6).  

Tableau 6. Classification des composés phénoliques (selon Harborne et Simmonds, 1964) 

Structure Classe  

C6 Phenols simples 
C6-C1 Acides phénoliques  
C6-C2 Acétophénones et acides phenylacetiques 
C6-C3 Acides cinnamiques, aldehydes cinnamyl, alcools cinnamyl, 

coumarins, isocoumarins et  chromones 
C15 Chalcones, aurones, dihydrochalcones,  

flavans, flavones, flavanones, flavanonols,  
anthocyanidins, anthocyanins, 

C30 Biflavonyls  
C6-C1-C6, C6-C2-C6 Benzophenones, xanthones, stilbenes 
C6, C10, C14 Quinones 
C18 Betacyanins  
Lignans, neolignans Dimers ou oligomers 
Lignin Polymers  
Tannins Oligomers ou polymers 
Phlobaphenes  Polymers  

2.3.1.3. Activités biologiques des composés phénoliques 

Les composés phénoliques sont connus par leurs rôles physiologiques très important 

aussi bien dans le règne végétal qu’animal. En raison de leur structure, les composés 

phénoliques sont capables de se fixer sur certaines enzymes et protéines, et de modifier ainsi 

les équilibres enzymatiques : ils joueraient un rôle dans les chaines d’oxydo-réduction et 

modifieraient certaines réactions concernant la croissance, la respiration et la morphogenèse. 

Dans le règne végétal, ces substances sont souvent impliquées dans les mécanismes de 

défenses élaborés par les végétaux contre la prédation par des insectes, des herbivores et 

contre les infections et les agressions microbiennes multiples (Lo Scalzo et al., 1994 ; 

Uccella, 2001). Outre, les composés phénoliques seraient associés à de nombreux processus 

physiologiques : croissance cellulaire, différenciation, dormance des bourgeons, floraison, 

tubérisation… (Ozkaya et Celik, 1999 ; Malik et Bradford, 2006). Les composés phénoliques 

sont aussi responsable des propriétés sensoriels des plantes tel que la couleur, le goût et 

parfois l’odeur.  

En phytothérapie, l’effet de nombreuses plantes médicinales est attribué en tout ou 

partie aux composés phénoliques dans ces plantes. Ces substances possèdent des activités 

biologiques qui les rendent bénéfiques à la santé humaine (Fig. 7). Beaucoup d’études 

indiquent que les polyphénols pourraient diminuer le risque de survenue d’un certain nombre 
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de pathologies, en particulier celles liées au vieillissement et aux lésions oxydatives (cancers, 

maladies cardiovasculaires ou neurodégénératives) (Leong et Shui, 2002).

Fig. 7. Effets biologiques des polyphénols (Martin et Andriantsitohaina, 2002). 

Les activités biologiques relatives à ce type de composés sont relativement 

diversifiées. Chaque classe chimique de polyphénols semble être utilisée pour ses vertus 

spécifiques (Martin et Andriantsitohaina, 2002). Les composés phénoliques sont 

principalement reconnus pour leur activité antimicrobienne et antioxydante, cette dernière est 

d'un intérêt général avec les récentes découvertes sur la prévention des cancers (Karakaya, 

2004). Certains d'entre eux, tel que les coumarines, possèdent des propriétés anti-

inflammatoires (Fylaktakidou et al., 2004). D'autres, tel que les lignanes, possèdent des 

propriétés cytostatiques (Habtemariam, 2003). Les flavonoïdes, une vaste famille de 

composés phénoliques, protègent les tissus végétaux contre les rayons UV. La principale 

activité leur étant attribuée est une propriété « Vitaminique P » : ils diminuent la perméabilité 

des capillaires sanguins et les rendent plus résistants. Certains possèdent également des 

propriétés anti-inflammatoires, anti-allergiques, hépatoprotecteurs, antispasmodiques, 

hypocholestérolémiants, diurétiques, antibactériens, antiviraux et parfois cytostatiques. Ils 

agissent aussi parfois comme piégeurs de radicaux libres et comme inhibiteurs enzymatiques. 

Les composés des autres familles de ce groupe (anthocyanosides, tannins et polyacétates) 

présentent fréquemment des propriétés thérapeutiques similaires à celles des flavonoïdes et 

des composés phénoliques en général (Bruneton, 1993). 

2.3.2. Composition des feuilles d’olivier en composés phénoliques 

La teneur en composés phénoliques dans les feuilles d’olivier varie entre 2,8 mg/g de 

matière sèche (Altiok et al., 2008) et 44,3 mg/g de matière sèche (Boudhrioua et al., 2009). 

Elle peut même dépasser les 250 mg/g de matière sèche (Mylonaki et al., 2008).  
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La variation de la concentration des composés phénoliques dans les feuilles d’olivier, citée 

dans la littérature, dépend de la variété de l’olivier, des conditions climatiques, de l’époque de 

prélèvement des échantillons des feuilles, de l’âge des plantations et des échantillons des 

feuilles. En plus de ces facteurs de variabilité, il s’ajoute l’effet de la méthode de préparation 

des feuilles d’olivier (déshydratation et broyage), du procédé et des techniques d’analyses 

qualitative et quantitative des composés phénoliques 

Les composés phénoliques dans les feuilles d’olivier sont très divers et leurs structures 

sont très variables. Les feuilles d’olivier contiennent des monomères et des polymères 

phénoliques. La composition phénolique des feuilles d’olivier a fait l’objet de nombreuses 

études. Une bibliographie des composés phénoliques identifiés est présentée dans le 

Tableau 7. Les structures chimiques des principaux composés identifiés sont synthétisées dans 

la Fig. 8.

Tableau 7. Bibliographie des composés phénoliques identifiés dans les feuilles d’olivier  

Composés phénoliques Références  

Apigenin                                            Movsumov et al., 1987 
Apigenin-glucoside        Rovellini et al., 1997  
Apigenin-7-glucoside Le Tutour and Guedon, 1992; Japon-Lujan et al., 2006; Altiok et al., 

2008 ; Benavente-Garcia et al., 2000 ; Hayes et al., 2009    
Apigenin-7-glycosides                Baldi et al., 1995 ; Zunin et al., 1995  
Apigenin-7-rutinoside Le Tutour and Guedon, 1992; Mylonaki et al., 2008   
Caffeic acid                               Baldi et al., 1995 ; Mourtzinos et al., 2007 ; Altiok et al., 2008 ; Briante et 

al., 2004 ; Benavente-Garcia et al., 2000   
5-Caffeoylquinic acid  Heimler et al., 1992 ; Lavee et al., 1986ab 
Catechin Altiok et al., 2008 ; Benavente-Garcia et al., 2000  
p-Coumaric acid Baldi et al., 1995 ; Mourtzinos et al., 2007  
Cyanidin-3-glycosides                  Baldi et al., 1995 
Demethyloleuropein                 Baldi et al., 1995 ; Le Tutour and Guedon, 1992 
Diosmetin Benavente-Garcia et al., 2000  
Diosmetin-7-glucoside Altiok et al., 2008 ; Benavente-Garcia et al., 2000  
Elenolic acid                         Baldi et al., 1995 
Ferulic acid Mourtzinos et al., 2007 ; Briante et al., 2004  
Gallic acid Briante et al., 2004      
Gentisic acid  Briante et al., 2004  
Hesperidin                        Baldi et al., 1995 
Hydroxytyrosol                   Baldi et al., 1995 ; Gariboldi et al., 1986 ; Mourtzinos et al., 2007 ; Altiok 

et al., 2008 ; Briante et al., 2004 ; Benavente-Garcia et al., 2000 ; Hayes et 
al., 2009  

p-hydroxybenzoic acid Mourtzinos et al., 2007 
3,4-Dihydroxy-benzoic 
acid 

Briante et al., 2004  

p-hydroxyphenylacetic acid Mourtzinos et al., 2007 
3,4-Dihydroxy 
phenyl acetic acid 

Briante et al., 2004  

4-Hydroxy, 
3-methoxyphenyl 
acetic acid 

Briante et al., 2004  
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Tableau 7. Bibliographie des composés phénoliques identifiés dans les feuilles d’olivier 
(suite).  

Composés phénoliques Références  

3,4dihydroxyphenylethyl 
[(2,6-dimethoxy-3-
ethylidene)-
tetrahydropyran-4-yl] 
acetate  

Paiva-Martins et Pinto, 2008  

Ligstroside                           Le Tutour and Guedon, 1992 ; Gariboldi et al., 1986 ; Kuwajima et al., 
1988 ; Limiroli et al., 1996 and references cited therein; Laguerre et al., 
2009  

Luteolin                          Movsumov et al., 1987 ; Rovellini et al., 1997; Heimler et al., 1992 ; 
Altiok et al., 2008 ; Benavente-Garcia et al., 2000  

Luteolin-glucoside    Rovellini et al., 1997; Laguerre et al., 2009 ; Mylonaki et al., 2008 
Luteolin-4’-glucoside Le Tutour and Guedon, 1992; Malik et al., 2008  
Luteolin-7-glucoside             Le Tutour and Guedon, 1992 ; Baldi et al., 1995 ; Zunin et al., 1995 ; 

Heimler et al., 1992 ; Japon-Lujan et al., 2006 ; Altiok et al., 2008 ; Malik 
et Bradford, 2008; Benavente-Garcia et al., 2000 ; Laguerre et al., 2009; 
Hayes et al., 2009  

Luteolin-7-glycoside Heimler et al., 1992 
Luteolin-rutinoside Rovellini et al., 1997; Mylonaki et al., 2008 
Luteolin-7-rutinoside                 Le Tutour and Guedon, 1992; Zunin et al., 1995  
Luteolin diglucoside    Mylonaki et al., 2008 
Oleoside Gariboldi et al., 1986 ; Kuwajima et al., 1988  
Oleuropein                     Movsumov et al., 1987 ; Le Tutour and Guedon, 1992 ; Baldi et al., 1995 ; 

Zunin et al., 1995 ; Gariboldi et al., 1986 ; Kuwajima et al., 1988 ; De 
Nino et al., 1997 ; Mourtzinos et al., 2007 ; Japon-Lujan et al., 2006 ; 
Altiok et al., 2008 ; Briante et al., 2004 ; Malik et al., 2008 ; Benavente-
Garcia et al., 2000 ; Laguerre et al., 2009; Bouaziz et Sayadi, 2003; Hayes 
et al., 2009; Mylonaki et al., 2008      

Oleuropein aglycon Briante et al., 2004  
Oleuroside                            Le Tutour and Guedon, 1992 ; Kuwajima et al., 1988 ; Gariboldi et al., 

1986 ; Laguerre et al., 2009 
Protocatechuic acid Mourtzinos et al., 2007  
Quercetin                          Movsumov et al., 1987 ; Mourtzinos et al., 2007 ; Laguerre et al., 2009 
Quercetin-3-rhamnoside 
(quercitrin) 

Heimler et al., 1992  

Rutin (quercetin-3-
rutinoside)     

Movsumov et al., 1987 ; Le Tutour and Guedon, 1992 ; Heimler et al., 
1992 ; Vlahov, 1992 ; Altiok et al., 2008 ; Benavente-Garcia et al., 2000 ; 
Mylonaki et al., 2008   

Sinapic acid Briante et al., 2004  
Syringic acid  Briante et al., 2004      
Tyrosol  Mourtzinos et al., 2007 ; Altiok et al., 2008 ; Briante et al., 2004 ; 

Benavente-Garcia et al., 2000 ; Hayes et al., 2009 
Vanillic acid Altiok et al., 2008 ; Briante et al., 2004 ; Benavente-Garcia et al., 2000  
Vanillin  Altiok et al., 2008 ; Benavente-Garcia et al., 2000  
Vanilethanediol Mourtzinos et al., 2007  
Verbascoside  Le Tutour and Guedon, 1992; Gariboldi et al., 1986 ; Japon-Lujan et al., 

2006 ; Altiok et al., 2008 ; Malik et Bradford, 2008 ; Benavente-Garcia et 
al., 2000 ; Laguerre et al., 2009; Hayes et al., 2009   
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Fig. 8. Structure chimique de quelques composés phénoliques identifiés dans les feuilles 
d’olivier 
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Les polymères phénoliques sont représentés par les tannins hydrolysables et condensés et 

principalement par la lignine. Les teneurs en lignine varient de 14,2% (Fegeros et al., 1995) à 

30,4% (Garcia-Gomez et al., 2003) par rapport à la matière sèche. Les tannins condensés sont 

présents avec un pourcentage de 1% alors que les tannins solubles possèdent une teneur de 

0,3% par rapport à la matière sèche (Fegeros et al., 1995). Les monomères phénoliques sont 

représentés par des acides phénoliques (tel que : l’acide caféique, l’acide syringique et l’acide 

vanillique), des alcools phénoliques (tel que : tyrosol et hydrotyrosol). Des tritèrpènes (tel que 

l’acide olenolique) et des flavonoïdes (tel que : apigenin, lutéoline, quercetin, rutine et 

verbascoside) sont aussi présents dans les feuilles d’olivier. L’oleuropéine, un secoiridoide, 

est le composé phénolique majoritaire dans les feuilles d’olivier (Benavente-Garcia et al., 

2000 ; Japon-Lujan et al., 2006 ; Altiok et al., 2008).          

Les données quantitatives des principaux composés phénoliques identifiés dans un 

extrait des feuilles d’olivier sont présentées dans le Tableau 8. D’après Benavente-Garcia et 

al. (2000), l’oleuropéine, le composé phénolique majoritaire, constitue 24% des composés  

d’un extrait des feuilles d’olivier. Altiok et al. (2008) ont trouvé aussi que l’oleuropéine 

représente 29%, en termes de pourcentage d’abondance dans un extrait des feuilles d’olivier.  

L’extrait phénolique des feuilles d’olivier est caractérisé par un pouvoir antioxydant 

important. Cette activité antioxydante est la résultante des synergies et antagonismes des 

différentes activités des divers composés qui le constituent. Les flavonoïdes (tel que la 

lutéoline, la rutine) sont les composés qui possèdent les pouvoirs antioxydants les plus élevés.   

Tableau 8. Données qualitatives et quantitatives des principaux composés 
phénoliques identifiés dans un extrait des feuilles d’olivier (selon Benavente-Garcia 
et al., 2000). 

�

Composés phénoliques 

Temps de 

rétention (min)  

en HPLC 

Pourcentage 

d’abondance dans 

 un extrait (%) 

Activité 

antioxidante 

 TEAC (mM) 

Hydroxytyrosol  4,80 1,46 1,57 
Tyrosol  5,83 0,71 0,35 
Catéchine 8,41 0,04 2,28 
Acide caféique  11,56 0,34 1,37 
Acide vanillique  14,17 0,63 0,67 
Vanilline  14,79 0,05 0,13 
Rutine 17,22 0,05 2,75 
Luteolin-7-glucoside 18,10 1,38 0,71 
Verbascoside  20,06 1,11 1,02 
Apigenin-7-glucoside 21,28 1,37 0,42 
Diosmetin-7-glucoside 21,95 0,54 0,64 
Oleuropéine  22,76 24,54 0,88 
Lutéoline  28,61 0,21 2,25 
Diosmetin  31,59 0,05 1,42 
Extrait de feuille d’olivier   1,58 
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2.3.3. Intérêts des feuilles d’olivier pour la santé humaine 

Depuis l’antiquité, les feuilles d’olivier sont employées en phytothérapie. A l’époque 

Grecque, les feuilles ont été utilisées pour désinfecter les blessures cutanées. Les anciens leur 

attribuaient des vertus antiseptiques et la propriété de combattre toutes sortes d’infections. Au 

XIXème siècle, on s’en servait pour combattre le paludisme (malaria). Ces usages sont tombés 

en désuétude pendant un certain temps en raison de l'omniprésence des antibiotiques. 

Cependant, les professionnels modernes de la santé ont commencé à utiliser l'extrait de feuille 

d'olivier, en 1995, les premiers résultats furent très positifs. Depuis, il a été démontré que la 

feuille d’olivier possède de nombreux avantages thérapeutiques contre de nombreuses 

maladies et des vertus dans le maintien de la santé globale.  

La feuille d’olivier et son extrait est l’un d’un certain nombre d'espèces de plantes 

médicinales qui a été et continue d'être étudié volumineusement. Une revue de la littérature 

sur les mécanismes d’action et les indications cliniques des feuilles d’olivier est présentée 

dans le Tableau 9.  

Par leurs pouvoir antimicrobien et antiviral, les feuilles d'olivier peuvent être bénéfique dans 

le traitement des affections causées par ou associés à un virus, un rétrovirus, une bactérie ou 

un protozoaire. Parmi ces pathologies traitables il y a: la grippe, le rhume, les infections dues 

aux candidas, la méningite, l'encéphalite, le VIH / ARC / SIDA, la fatigue chronique, 

l'hépatite B, la pneumonie, la tuberculose, la malaria, la diarrhée sévère, les infections des 

voies urinaire et les soins dentaires.  

Comme un anti-oxydant, l'extrait de feuilles d'olivier protège les vaisseaux sanguins et 

améliorer la circulation sanguine.  Il a été montré qu'il peut être efficace dans la protection du 

cœur lors d'une l'occlusion coronaire. Il est recommandé aussi pour prévenir et traiter 

l’hypertension et l’artériosclérose. Les feuilles d’olivier ont été démontrées aussi possédant 

des propriétés anti-cancérigènes. Outre, leur richesse en flavonoïdes leur attribue la propriété 

radio-protective.      

Par leurs effets sur certains enzymes métaboliques, les feuilles d’olivier possèdent des 

propriétés anti-lipidimique et sont aussi indiquées pour le traitement des diabètes.   

Les études réalisées sur les effets thérapeutiques des feuilles d’olivier pour la santé 

sont généralement des études in vitro. Quelques études in vivo ont été réalisées.     
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Tableau 9. Bibliographie sur les mécanismes d’action et indications cliniques des extraits des 
feuilles d’olivier 

Mécanismes d’action et 

indications cliniques 

Références 

Activité anti-oxydante  Altiok et al., 2008 ; Lee et al., 2009; Lee et al., 2010; Jemai 
et al., 2008 ; Benavente-Garcia et al., 2000 ; Kiritsakis et 
al., 2010 ; Le tutour et al., 1992 ; Hayes et al., 2010 ; 
Briante et al., 2002 ; Somova et al., 2003.  

Activité anti-microbienne Sudjana et al., 2009 ; Pereira et al., 2007 ; Lee et al., 2010 ; 
Markin et al., 2003 ;  

Activité anti-viral (contre 
VHSV) 

Micol et al., 2005 

Activité anti-viral (contre HIV) Lee-Hang et al., 2003 ; Bao et al., 2007.  
Activité anti-fongique Korukluoglu et al., 2008 
Activité gastro-protective  Dekanski et al., 2009 
Activité hypo-glycémiante Komaki et al, 2003 ; Gonzalez et al., 1992; Takeshi et al., 

2007 (brevet) 
Activité hypo-tensive Susalit et al., 2011 ; Somova et al., 2003 ; Perrinjaquet-

Moccetti et al., 2008; Khayyal et al., 2002 ; Samuelsson, 
1951 ; 

Activité anti-athérogène 
(prévention contre 
l'athérosclérose) 

Somova et al., 2003 

Activité hypo-lipidimique  Jemai et al., 2008 
Activité anti-allergique  Masataka et al., 2007 (brevet) 
Activité anti-inflammatoire  Miljkovic et al., 2009
Activité analgésique (activité 
anti-nociceptive)  

Esmaeili-Mahani et al., 2010 

Activité neuro-protective  Mohagheghi et al., 2011 
Activité anti-cardiovasculaire  
  

Singh et al., 2008 ; Fonolla et al., 2010 ; Scheffler et al., 
2008 

Activité vaso-active (contre les 
maladies cardiovasculaire) 

Rauwald et al., 1994 

Activité vasodilatateur Zarzuelo et al., 1991 
Activité anti-cancérigène  Kinura et Sumiyoshi, 2009 ; Bouallagui et al., 2011

Activité anti-leucémique (effet 
anti-prolifératif des cellules 
leucémiques humaines)    

Abaza et al., 2007 

Activité radio-protective  Julian Castillo et al., 2010 ; Benavente-Garcia et al., 2002 
Action anti-vieillissement  Akemi et al., 2001 (brevet) ; Tadashi, 2006 (brevet) ; 

Thomas et al., 2006  

VHSV : viral haemorrhagic septicaemia virus, a salmonid rhabdovirus;  
HIV : Human immunodeficiency virus.  
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2.3.4. L’oleuropéine : intérêt, teneur et méthode de sa quantification dans les feuilles 

d’olivier.  

L’intérêt thérapeutique des feuilles d’olivier a été corrélé, principalement, à sa 

contenance en oleuropéine. Ce composé est responsable du gout amère des feuilles d’olivier, 

de l’huile d’olive et des olives non fermentés.  

Enormément de travaux ont étudié le rôle thérapeutique de l’oleuropéine et de ses 

mécanismes d’action. Des recherches scientifiques poussées ont prouvé que l’oleuropéine 

possède une activité antioxydante (Visioli et al., 1994 ; Coni et al., 2000 ; Benavente-Garcia 

et al., 2000), antimicrobienne (Bisignano et al., 1999), anti-inflamatoire (Puel et al., 2006), 

hypoglycémique (Al Azzawie et Alhamdani, 2006), hypotensive (Panizzi, 1960), 

hypolipidimique (Andreadou et al., 2006), anti-mycoplasmal (Furneri et al., 2002), immuno-

modumateur (Giamarellos-Bourboulis et al., 2006) et anti-tumeur (Hamdi et al., 2005).            

La concentration en oleuropéine dans les feuilles d’olivier peut atteindre jusqu’à 6,8 g 

par 100 g de feuilles fraiches (Bouaziz et Sayadi, 2005). Ceci fait que les feuilles d’olivier 

sont considérés comme source naturelle renouvelable pour l’extraction de l’oleuropéine 

(Savournin et al., 2001 ; Benavente-Garcia et al., 2000 ; Briante et al., 2002 ; Bouaziz et 

Sayadi, 2005). Briante et al., (2002 ) ont comparé les teneurs en oleuropéine dans les fruits et  

feuilles d’olivier de différente variétés (Tableau 10). Ces travaux montrent que les feuilles 

sont plus riches en oleuropéine que les fruits, pour certaines variétés. Toutefois, ils ont trouvé 

l’inverse chez d’autres variétés.     

Les grandes variations des teneurs en oleuropéine dans les feuilles d’olivier trouvées dans la 

littérature (Tableau 11) peut être expliqué par l’effet de variété (Savornin et al., 2001), de 

l’âge des feuilles (Ranalli et al., 2006), mais aussi des procédés de préparation de l’échantillon 

et d’extraction et des méthodes de quantification (Bouaziz et Sayadi, 2005, Japon-Lujan et al., 

2006). 

Tableau 10. La teneur en oleuropéine (en mg/g) dans les fruits et feuilles 
d’olivier de différente variétés italienne (selon Briante et al., 2002) 

Teneur en oleuropéine (en mg/g)
Variété de l’olivier

Fruits Feuilles 
Leccino  4,25 1,05 
Frantoio  3,48 3,19 
Moraiolo  2,32 14,35 
N2 2,26 7,06 
N3 (Don Carlo) 5,78 8,39 
Coratina  1,98 6,10 
Kalamata 5,26 2,86 
Nociara 9,96 3,70 
I-77 6,83 3,03 
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D’après la revue bibliographique (Tableau 11), la chromatographie en phase liquide 

(HPLC) est la technique la plus fréquemment utilisée par le comité scientifique pour la 

quantification de l’oleuropéine. Les phases mobiles utilisées dans cette technique peuvent être 

phase normale ou phase inverse. Les solvants peuvent être élués en mode isocratique ou en 

gradient. La détection de l’oleuropéine se fait à la longueur d’onde de 280 nm.   

En plus ce cette technique, Ranalli et al., (2006) ont aussi utilisé la chromatographie en phase 

gazeuse (HRGC) pour la quantification de l’oleuropéine dans les feuilles d’olivier et ont 

montré l’absence de différence entre les résultats obtenus par cette technique et ceux obtenus 

par la HPLC.    

2.4. Les voies de valorisation des feuilles d’olivier 

Les feuilles d’olivier, biomasse produite en grande quantité dans les pays 

méditerranées et en particulier en Tunisie, ne doivent pas être considérées comme un déchet 

encombrant, mais comme une richesse qu’on doit utiliser. 

De nombreux travaux ont été réalisés pour essayer d’utiliser ce sous produit et ainsi améliorer 

la rentabilité du secteur oléicole. Le Tableau 12 présente une revue bibliographique sur les 

principaux travaux de valorisation des feuilles d’olivier.    

Historiquement, les feuilles d’olivier étaient totalement orientées vers l’alimentation 

animale. Toutefois, ils sont aussi utilisés en phytothérapie traditionnelle pour le traitement de 

certaines maladies tel que la malaria et l’hypertension. Dans cette application, les feuilles 

d’olivier sont consommées sous forme de tisane.  

Dans le cadre de la phytothérapie moderne, des compléments alimentaires à base de feuilles 

d’olivier sont apparus sur le marché. Ces produits sont disponibles en forme de feuilles séchés 

complet ou en poudres, d’extrait, de gélules ou d’ampoules buvables (Fig. 9). Les producteurs 

en vendent leurs vertus pour la santé humaines. 

Actuellement, et avec l’évolution de la technologie et l’amélioration des 

connaissances, les domaines d’utilisation des feuilles d’olivier ont été élargie et diversifié. Les 

feuilles d’olivier sont utilisées pour l’extraction des composés d’intérêt tel que le mannitol, les 

stérols, les alcools gras, les composés phénoliques, principalement l’oleuropéine, les 

flavonoïdes et les composés triterpéniques,  

Outre, les propriétés radio-protectrice et antivieillissement, qui caractérisent les feuilles 

d’olivier, les ont prédestinées à des utilisations dans l’industrie cosmétique. Dans ce domaine, 

les feuilles d’olivier sont utilisées comme ingrédient dans la formulation d’énormément de 

produits cosmétiques et diététiques, tel que les savons, les crèmes (Fig. 9).    
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Les feuilles d’olivier ont aussi trouvées des applications dans l’industrie alimentaire. Elles 

sont principalement utilisées pour l’amélioration de la qualité et la conservation des aliments 

tels que les viandes, l’olive de table, les huiles.     

D’autres voies de valorisation des feuilles d’olivier, récemment démontrées, concernent le 

domaine de la dépollution, de la sidérurgie et de la synthèse biochimique.   

Tableau 12. Une revue bibliographique sur les utilisations des feuilles d’olivier 

Domaine  Applications  références 

Utilisation dans l’alimentation des 
moutons  

Fegeros et al., 1995 

Utilisation dans l’alimentation des 
moutons et chèvres  

Martin-Garcia et al., 
2003 ; Delgado-Pertinez 
et al., 2000 

Utilisation dans l’alimentation des 
chèvres  

Yanez et al., 2004 

Alimentation 
animal  
  

Utilisation dans l’alimentation des 
dindes pour améliorer la qualité de 
leurs viandes 

Botsoglou et al., 2010 ; 
Govaris et al., 2010 

Thérapeutique   Consommation humaine d’infusion 
des feuilles d’olivier qui est bénéfique 
pour la santé   

Giao et al., 2007 

Extraction des composés phénoliques, 
notamment  l’oleuropéine  

Japan-Lujian et al., 2006 

Extraction des composés phénoliques Lee et al., 2009 ; Altiok et 
al., 2008; Mylonaki et al., 
2008; Haoyuan, 2006 
(brevet); 
Ziqi et al., 2007 (brevet);  
Leslie, 1998 (brevet);  
Leslie, 1999 (brevet);  

Production d’hydroxytyrosol  
  

De Leonardis et al., 
2008 ; Bouaziz et Sayadi, 
2005 ; Briante et al., 
2004 ; Briante et al., 2002 

Extraction de l’oleuropéine  Panagiotis, 2007 (brevet) 
Extraction de l’oleuropéine et 
production d’hydroxytyrosol   

Bouaziz et Sayadi, 2003  

Extraction des composés 
triterpéniques  

Sanchez-Avila et al., 
2009 ; Somova et al., 
2003 

Extraction de tocophérol  De Lucas et al., 2002 
Extraction de flavonoïdes  Yuhong et al., 2006 ab 
Extraction de stérols et alcools gras  Orozco-Solano et al., 

2010 
Extraction de mannitol  Ghoreishi et al., 2009  

Pharmaceutique 
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Tableau 12. Une revue bibliographique sur les utilisations des feuilles d’olivier (Suite) 

Domaine  Applications  références 

Utilisation dans la formulation des 
produits cosmétiques  
  

Tadashi, 2006 ; Thomas et 
al., 2006 ; Akemi et al., 
2001 (brevet); Pinnell-
Sheldon et Omar Mostafa, 
2003  (brevet) ;

Formulation photo protectrice  Pinnell-Sheldon et Omar 
Mostafa, 2004

Cosmétique 
  

Formulation à destination cosmétique 
et/ou diététique contenant un mélange de 
lycopène et d’extrait de feuille d’olivier : 
Utilisation de l’extrait pour améliorer la 
solubilisation de lycopène 

Coll et al., 2000 (brevet) 

Ajout à la viande hachée bovine  Hayes et al., 2009
Ajout à la viande hachée bovine et porcine Hayes et al., 2009 
Enrichir l’olive de table  Lalas et al., 2011 
Ajout à l’huile et effet sur les frites   Chiou et al., 2009 
Stabilisation de l’huile Jimenez et al., 2010 
Stabilisation de l’huile de tournesol Farag et al., 2007 
Stabilisation de l’huile d’olive  
  

Bouaziz et al., 2008 ; Paiva-
Martins et al., 2007 ; 
Allouche et al., 2009 

Ajout d’acide oléanolique à l’huile pour 
formuler un aliment fonctionnel 

Guinda et al., 2004 

Utilisation dans la formulation de boisson 
de santé pour consommation humaine  

Young Soo, 2005 (brevet)  

Préparation de tisane pour consommation 
humaine  

Noriyuki et Masato, 2006 
(brevet)

Préparation de tisane fermentée pour 
consommation humaine  

Kyoji et Kazuo, 1999 
(brevet)

Formulation d’une tisane  Kiyama, 1991 (brevet) ; 
Kiyama, 1999 (brevet) ; 
Hayakawa, 2001 (brevet) 

Préparation de feuille d’olivier sèches en 
poudre  pour faire une tisane 

Uematsu, 2003 

Ingrédient dans la formulation d’aliments 
pour les hyperglycémiques  

Komaki, 2002 

Industrie 
Alimentaire 

Séchage et broyage et utilisation comme 
ingrédient dans la formulation d’aliments  

Kinoshita, 2006 

Utilisation d’une hydroperoxide-lyase des 
feuilles d’olivier pour la synthèse de note 
verte  

Ben Akacha et Gargouri, 
2009 

Biochimie 

Bioshynthèse de nanoparticules d’or  Khalil et al., 2010 
Sidérurgie  Inhibition de corrosion acide de l’acier  El-Etre et al., 2007 
Dépollution Utilisation comme sorbant pour enlever le  

cadmium de milieu aqueux 
Hamdaoui, 2009 
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                 Tisane                                   gélules                  feuilles sèches en poudre             extrait 

      
              Crème                          savon                                 feuilles complets sèches            Elixir des feuilles  
                                                                                                                                    d’olivier fraiche              
Fig. 9. Les différentes formes d’utilisation des feuilles d’olivier pour la consommation 

humaine 

2.5. Les technologies appliquées sur les feuilles d’olivier 

Dans la littérature, on rencontre de multiples voies de valorisation des feuilles 

d’olivier pour un développement durable du secteur oléicole. Dans ces voies de valorisation, 

différentes technologies peuvent être appliquées sur les feuilles d’olivier. Une revue 

bibliographique sur ce sujet est présentée dans le Tableau 13.    

Les procédés du traitement appliqués sur les feuilles d’olivier peuvent être classés selon trois 

catégories, et peuvent être utilisés seuls ou combinés. Il s’agit :   

� des procédés physiques, 

� des procédés chimiques, 

� des procédés biologiques. 

 Les procédés physiques appliqués sur les feuilles d’olivier sont représentés 

principalement par le séchage, dont l’objectif est la déshydratation pour la conservation. Le 

blanchiment et la pulvérisation ont été aussi appliqués sur les feuilles d’olivier. Dans la 

littérature, on rencontre un procédé d’adsorption qui vise la purification des composés 

d’intérêt à partir d’extrait des feuilles d’olivier.  

 Les procédés chimiques renferment essentiellement les procédés d’extraction des 

composés d’intérêt, tel que : l’oleuropéine, le tocophérol, le mannitol, les flavonoïdes, les 

composés phénoliques, à partir des feuilles d’olivier. Outre, des traitements acide ou alcaline 

des feuilles ou de leurs extraits ont été trouvés dans la littérature. Le procédé d’encapsulation 

a été aussi appliqué sur l’extrait des feuilles d’olivier.  
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 Les procédés biologiques concernent les traitements des feuilles d’olivier par des 

enzymes et /ou microorganismes endogènes et/ou exogènes. La �-glucosidase, d’origine 

microbienne, a été utilisé pour hydrolyse enzymatique d’extrait des feuilles d’olivier, dans un 

objectif de production d’hydroxtyrosol par bioconversion de l’oleuropéine. L’oxydation des 

polyphénols par polyphénol oxidase endogène des feuilles d’olivier s’est observée lors de 

séchage à la lumière de soleil. Les traitements microbiens appliqués sur les feuilles d’olivier 

font intervenir la flore endogène (cas de l’ensilage, compostage) ou une flore exogène 

inoculée (levures, champignons et bactéries lactiques) 

Tableau 13. Une revue bibliographique sur les technologies appliquées sur les feuilles 
d’olivier  

 Technologie  Objectif Références 

Procédés physiques 

 Séchage solaire  Déshydratation  Boudhrioua et al., 
2008 

Séchage à l’aire 
chaude  

Déshydratation Erbay et Icier, 2009; 
Boudhrioua et al., 
2008 

 Séchage à pression 
réduite 

Déshydratation et préservation d’une haute 
concentration en oleuropéine  

Shuichi et 
Hiromichi, 2003 
(Brevet) 

 Séchage à 
l’infrarouge  

Déshydratation Boudhrioua et al., 
2009 

 Blanchiment Réduction de charge microbienne et 
désactivation des enzymes et ainsi 
préservation des composés phénoliques  

Boudhrioua et al., 
2009 

 Pulvérisation  Pulvérisation des feuilles d’olivier Kyoji, 1999 (brevet) 
 Purification d’extrait phénolique Altiok et al., 2008 Adsorption sur 

fibroïne de soie  Purification d’oleuropéine et rutine Bayçin et al., 2007 
Procédés chimiques 

 Extraction liquide 
surchauffée  

Extraction des composés phénoliques et 
principalement l’oleuropéine 

Japon-Lujan et 
Luque de Castro, 
2006 

 Extraction assistée 
par ultrasons 
dynamique 

Extraction des composés phénoliques et 
principalement l’oleuropéine 

Japon-Lujan et al., 
2006 

 Extraction par 
ultrasons 

Extraction des flavonoïdes  Yuhong et al., 2006 a

 Extraction par 
ultrasons 

Extraction de composés antioxydants Carcel et al., 2010 

 Extraction de tocophérol  De Lucas et al., 2002 
 Extraction des composés phénoliques  Le Floch et al., 1998 

Extraction par fluide 
supercritique  

Extraction mannitol Ghoreishi et al., 
2009 
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Tableau 13. Une revue bibliographique sur les technologies appliquées sur les feuilles 
d’olivier (suite) 

Technologie  Objectif Références 

Procédés chimiques

 Extraction assistée par 
microonde  

Extraction des flavonoïdes  Yuhong et al., 2006 b 

 Extraction successive par 
solvants à polarité croissante 

Extraction des composés 
phénoliques  

Kiritsakis et al., 2010 

 Fractionnement d’un extrait 
par différent solvants  

Séparation de différentes fractions 
de composés phénoliques 

Lee et al., 2009 

Hydrolyse acide par HCl Production d’hydroxytyrosol par 
hydrolyse de l’oleuropéine  

De Leonardis, 2008 ; 
Bouaziz et Sayadi, 
2003 ; Bouaziz et 
Sayadi, 2005 

 Traitement aux alcalis (par 
soude, par l’ammoniaque) 

Amélioration de la valeur nutritive 
des feuilles sèches d’olivier  

Alibes et Berge, 
1983 ; Fegeros, 1995 

 Traitement alcaline de la 
tisane des feuilles d’olivier par 
NaOH  

Désamérisation  Noriyuki et Masato, 
2006 (brevet) 

 Encapsulation dans �-
cyclodextrin 

Préservation de l’extrait phénolique Mourtzinos et al., 
2007 

Procédés biologiques 

 Fermentation des feuilles 
d’olivier par exposition à la 
lumière du soleil  

Oxydation des polyphénols par 
polyphénol oxidase endogène des 
feuilles d’olivier  

Kyoji et Kazuo, 1999 
(brevet) 

 Hydrolyse enzymatique par �-
glucosidase   

Bouaziz et Sayadi, 
2003 

Hydrolyse enzymatique par �-
glucosidase immobilisée 

Production d’hydroxytyrosol par 
hydrolyse de l’oleuropéine  
 Briante et al., 2004 ; 

Briante et al., 2002 
 Bioconversion microbienne 

par levure 
Production de substances 
antioxidants  

Hiroshi et al., 2008 
(Brevet) 

 Fermentation lactique de 
tisane des feuilles d’olivier 

Désamérisation de tisane, 
augmentation de sa stabilité et 
amélioration de sa qualité 
sensorielle.  

Noriyuki et Masato, 
2006 (brevet) 

 Bioconversion microbienne 
par le champignon 
Trichoderma viride et la 

levure  Sacharomyces 

cerevisiae

Amélioration de la digestibilité des 
feuilles d’olivier 

Fayed et al., 2009 

 Fermentation en continue  Étude de la digestibilité chez les 
moutons et chèvres    

Martin-Garcia et al., 
2006 

 Ensilage  Conservation des feuilles d’olivier 
par voie humide passant par la 
fermentation lactique anaérobie 

Alibes et Berge, 1983 

 Compostage  Les feuilles d’olivier sont utilisées 
comme “agent épaississant” lors de 
la stabilisation biologique des 
margines par compostage 

Garcia-Gomez, et al., 
2003  



Thèse Fathia AOUIDI                                                                ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

29

3. Les aliments fonctionnels et les produits nutraceutiques  

Les préoccupations de l’industrie agroalimentaire ont évolués au cours de temps 

(Fig 10). Cette évolution suit les modifications profondes de notre société dans l’approche de 

la nutrition. Manger était seulement une question de survie. Maintenant, le consommateur 

cherche une alimentation "optimale" ayant des effets bénéfiques sur la santé et des rôles 

préventifs contre des maladies dites de civilisation tels que: maladies cardio-vasculaires, 

obésité, diabète, en particulier, ainsi que certains types de cancer. C'est dans ce contexte qu'est 

apparu le concept d'aliments fonctionnels et produits nutraceutiques, sur lesquels nous ferons 

le point dans cette partie de bibliographie. 

Fig. 10. Evolution des préoccupations de l’industrie agroalimentaire

3.1. Définition 

3.1.1 Définition des aliments fonctionnels 

Le terme aliment fonctionnel ou encore « alicament » (functional food en anglais) 

comporte plusieurs définitions à travers le monde.

Selon le Bureau des sciences de la nutrition de la Direction des aliments de Santé Canada 

(1998) : « Un aliment fonctionnel est semblable en apparence aux aliments conventionnels; il 

fait partie de l'alimentation normale et il procure des bienfaits physiologiques démontrés et 

(ou) réduit le risque de maladies chroniques au-delà des fonctions nutritionnelles de base ».

Selon Bellisle et al. (1987), un aliment fonctionnel peut être:

� Un aliment naturel dont l’un des composants a été naturellement augmenté par le biais de 

techniques de culture.  

       Exemple : Variété de fraises plus riches en antioxydants, les œufs oméga-3. 
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� Un aliment auquel est ajouté un composé bénéfique. 

      Exemple : Les jus de fruits enrichis en calcium, les laits enrichis en oméga-3. 

� Un aliment dont on a retiré un composé afin d’en réduire les effets nocifs sur la santé.  

      Exemple : Les craquelins et biscuits sans gras trans.  

� Un aliment dans lequel on a modifié chimiquement un composé pour obtenir des 

dérivés ayant des vertus pour la santé humaine.  

Exemple : L’hydrolyse des protéines dans les formules pour nourrissons permet d’en 

réduire le potentiel allergène.  

� Un aliment dans lequel la biodisponibilité d’un ou de plusieurs ingrédients a été 

augmentée afin d’améliorer l’absorption d’un composé bénéfique.  

3.1.2. Définition de produits nutraceutiques 

Selon le Bureau des sciences de la nutrition de la Direction des aliments de Santé 

Canada (1998) :  « Un produit nutraceutique est isolé ou purifié à partir d'aliments, mais 

vendu sous forme de pilules ou de poudres ou sous d'autres formes médicinales qui ne sont 

pas généralement associées à des aliments et il s'est avéré avoir un effet physiologique 

bénéfique ou assurer une protection contre les maladies chroniques ».

3.2. Apparition et rôles des aliments fonctionnels 

L’idée de développement des aliments fonctionnels et des produits nutraceutiques est 

née suite à des changements démographiques et socio économiques qui indiquent un besoin 

plus élevé de produits et compléments alimentaires bénéfiques pour la santé. Ainsi, 

l’augmentation de l'espérance de vie, aboutissant à une augmentation du nombre de personnes 

âgées et le désir d'améliorer la qualité de vie, en plus, l’augmentation constante des dépenses 

des soins de santé, a stimulé les gouvernements, les chercheurs, les professionnels de santé et 

l'industrie alimentaire à voir comment ces changements pouvaient être gérés plus 

efficacement (Functional Food in Europe, 1998). 

Aujourd’hui, on croit qu’il est possible de réduire le risque de maladie et demeurer en bonne 

santé en adoptant un style de vie saine, et donc une bonne alimentation. Le soutien actuel 

accordé à la promotion de produits alimentaires, comme les fruits et légumes ou les céréales 

complètes dans la prévention des maladies, et les dernières recherches sur les antioxydants et 

les substances phytochimiques protectrices ont donné une véritable impulsion au secteur des 

aliments fonctionnels (European Commission Community Research, 2000; Scientific 

Concepts of Functional Foods in Europe, 1999).
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Un aliment fonctionnel a pour rôle de procurer des effets physiologiques bénéfiques 

dépassant ses fonctions nutritionnelles habituelles ou de réduire le risque de maladies 

chroniques. Il n’est pas susceptible de guérir directement une maladie mais il sert avant tout à 

diminuer les risques de pathologies telles que les maladies cardio-vasculaires, l’ostéoporose, 

le diabète et l’obésité (Ashwell, 2001 ; Ghedira, 2008).  

De nombreux composés d’aliments sont réputés pour leurs bienfaits pour la santé. Le 

Tableau 14 résume quelques exemples de composés fonctionnels des aliments en précisant 

leurs sources et leurs effets éventuels. Ces composés sont extraits et commercialisés comme 

produits nutraceutiques, ou bien utilisés comme l’ingrédient actif dans la formulation des 

aliments fonctionnels. L’enrichissement par des composés actifs concerne, essentiellement, le 

lait et produits laitiers, les margarines, les œufs, les jus de fruits, le pain, les viandes et les 

poissons.  �

Tableau 14. Exemples des composés fonctionnels, leurs sources et leurs bienfaits potentiels 
pour la santé humaine (International Food Information Conseil)

 Composés 

fonctionnels 

Sources Avantages éventuels 

Caroténoïdes 
 Alpha-carotène 

Béta-carotène 
Carottes 
Fruits et 
légumes 

Neutralise les radicaux libres qui peuvent 
endommager les cellules ; Réduirait 
probablement les risques de cancer de la prostate 

 Lutéine  Légumes verts Réduit les risques de dégénérescence maculaire 
 Lycopène  Produits de 

tomate 
(ketchup, 
sauces) 

Réduit les risques de cancer de la prostate 

Fibres alimentaires 
 Fibres insolubles Son de blé Réduisent les risques de cancer du sein ou du 

côlon 
 Bêta-glucane Avoines, orge Réduisent les risques de maladie 

cardiovasculaire. Protègent contre les maladies du 
coeur et certains cancers; abaissent le taux de 
lipoprotéines de basse densité et le cholestérol 
total 

 Fibres solubles  Psyllium Réduisent les risques de maladie 
cardiovasculaire. Protègent contre les maladies du 
coeur et certains cancers; abaissent le taux de 
lipoprotéines de basse densité et le cholestérol 
total 

Minéraux 
 Calcium Yaourt, produit 

laitiers faibles 
en gras 

Peut réduire le risque d’ostéoporose 
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Tableau 14. Exemples des composés fonctionnels, leurs sources et leurs bienfaits potentiels 
pour la santé humaine (International Food Information Conseil) (Suite) 

 Composés 

fonctionnels 

Sources Avantages éventuels 

Acides gras 
 Oméga-3 à longue 

chaîne Acides gras - 
acide 
déhydracétique/acide 
eicosapentanoïque 

Huiles de 
saumon et 
d'autres 
poissons 

Réduisent les risques de maladie 
cardiovasculaire. Protègent contre les maladies du 
coeur et certains cancers; abaissent le taux de 
lipoprotéines de basse densité et le cholestérol 
total 

 Acide linoléique 
conjugué (ALC) 

Fromage, 
produits carnés 

Améliore la constitution corporelle. Diminue les 
risques de certains cancers 

Composés phénoliques 
Anthocyanidines Fruits 

 Catéchines Thé 
 Flavonones Agrumes 
 Flavone Fruits et 

légumes 

Neutralisent les radicaux libres; réduisent les 
risques de cancer 

 Lignans Lin, seigle, 
légumes 

Prévient le cancer, l'insuffisance rénale 

 Tanins 
(proanthocyanidines) 

Canneberges, 
produits à base 
de canneberges, 
cacao, chocolat 

Améliore la santé de l'appareil urinaire. Réduit les 
risques de maladie cardiovasculaire. 

Phytostérols 
 Ester de stanol Maïs, soja, blé, 

huiles de bois 
Abaisse la cholestérolémie en inhibant 
l'absorption du cholestérol 

Prébiotiques/probiotiques 
Fructo-
oligosaccharides 
(FOS) 

Topinambours, 
échalotes, 
poudre d'oignon 

Améliorent la qualité de la flore microbienne 
intestinale; santé gastro-intestinale 

 Lactobacillus Yogourt, autres 
produits laitiers 

Améliorent la qualité de la flore microbienne 
intestinale; santé gastro-intestinale 

Phytoestrogènes 
Isoflavones Soja et aliments 

à base de soja 
Diminuent les symptômes de la ménopause 
(p. ex., bouffées de chaleur). Préviennent les 
cardiopathies et certains cancers; abaissent le taux 
de lipoprotéines de basse densité et le cholestérol 
total. 

Vitamines 
 Vit A Laits, oeufs Peut contribuer au maintien d’une vision saine, de 

la fonction immunitaire et de la santé osseuse 
 Vit B3 (Niacine) Produits laitiers, 

volaille, oeufs 
Aide à soutenir la croissance osseuse et à réguler 
le métabolisme 

 Vit B12 (Cobalamine) Lait, oeufs Peut contribuer à maintenir la fonction mentale, 
aide à réguler le métabolisme 

 Biotine  Produits laitiers, 
oeufs 

Aide à réguler le métabolisme et facilite la 
synthèse hormonale 
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3.3. Les facteurs liés à l’apparition des aliments fonctionnels 

L’émergence actuelle des aliments fonctionnels partout dans le monde est le résultat 

d’une combinaison de plusieurs facteurs. 

� Les progrès de la recherche scientifique : Bellisle et al. (1987) ont montré qu’il existe 

un lien entre l’alimentation et les maladies chroniques. C’est au cours des années 1970 que les 

autorités ont commencé à mettre sur pied des recommandations alimentaires spécifiquement 

destinées à prévenir les maladies chroniques comme les troubles cardiovasculaires et le 

cancer.  

� Les progrès de la recherche sur les aliments : Depuis une vingtaine d’années, les 

chercheurs ont prouvé que les aliments contiennent bien autre chose que des calories, des 

protéines, des glucides, des vitamines ou des minéraux. De la graine de lin aux poissons gras 

sources d’oméga-3, en passant par les petits fruits pleins de bénéfiques polyphénols, les 

chercheurs n’ont pas fini d’identifier tous les atouts santé des aliments.  

� L’intérêt des consommateurs : Une étude effectuée par le ministère de santé 

canadienne en 2002 a montré que cet intérêt augmente avec le vieillissement d’une population 

qui veut se maintenir en bonne santé plus longtemps. Cet intérêt a aussi été stimulé par les 

préoccupations santé devant l’augmentation fulgurante des maladies chroniques ainsi que par 

la tendance sociale à prendre sa santé en main (self-care).  

� L’intérêt de l’industrie : Souvent pointée du doigt parce qu’elle met sur le marché des 

aliments trop gras, trop sucrés ou trop salés, l’industrie voit dans les aliments fonctionnels une 

source de profits et un moyen de redorer son blason. Le marché des aliments fonctionnels au 

Canada représenterait de 1 à 2 milliards de dollars, avec une croissance prévue de 20 % par 

année. En 2010, le marché mondial est estimé atteindre 35 milliards de dollars. 

� L’intérêt des autorités publiques : Inégalement développé à travers le monde, cet 

aspect touche l’augmentation exponentielle des coûts de santé liés aux maladies chroniques 

comme les troubles cardiovasculaires, le cancer, le diabète et l’obésité.  

� Les progrès technologiques : Des procédés de traitement industriels de pointe 

permettent notamment d’incorporer certains composés à des aliments sans nuire à leur goût, à 

leur texture, à leur conservation, etc … Il s’agit aussi de s’assurer que l’effet bénéfique des 

molécules ajoutées résiste au traitement industriel.  
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3.4. Positionnement d’un aliment fonctionnel 

A partir de la Fig. 11, on peut dire que les aliments fonctionnels sont des aliments 

transformés qui permet d’améliorer l’équilibre nutritionnel de base. Cependant, les 

médicaments sont définis comme étant des produits transformés sous forme galénique pour 

restaurer la santé. 

Fig. 11. Le positionnement d’un aliment fonctionnel en se basant sur  
le degré technologique et la fonction (Coxam et Delzenne, 2008) 

3.5.  Exemples des aliments fonctionnels 

Le Tableau 15 présente quelques travaux scientifiques récents sur les aliments 

fonctionnels.  

Tableau 15. Exemples d’aliments fonctionnels 

Aliment de base  Aliments fonctionnels Référence  

Huile  Huile enrichie par caroténoïdes et lycopène, 
extraits à partir des sous produits de tomate   

Benakmoum et al., 
2008 

Boissons laitiers  Boissons laitiers enrichis par l’huile de graine de 
lin  

Giroux et al., 2010 

Pain  Pain enrichi par de l’hémicellulose du son de riz  Hu et al., 2009 
Pain Pain enrichi par d’extrait de pépin de raisin Peng et al., 2010 
Viande  Viande enrichie par des probiotiques (souche de 

Lactobacillus) 
Rebucci et al., 
2007 

Saucisse de 
poisson 

Saucisse de poisson enrichi par des fibres 
diètiques de petit pois  

Cardoso et al., , 
2008). 

Chocolat L'oléine de palme rouge dans la formulation de la 
pâte à tartiner fonctionnelle 

El-Hadad et al., 
2011 

�
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4. La viande  

4.1. Composition  

Le Codex Alimentarius définit la viande de la manière suivante: «Toutes les parties 

d'un animal destinées, ou jugées saines et aptes, à la consommation humaine». La viande est 

un aliment très riche en éléments nutritifs. Elle se compose essentiellement d'eau, de 

protéines, de lipides, d'hydrates de carbone. Des sels minéraux, des vitamines et d'autres 

composants bioactifs sont aussi présents.  

La viande peut être classée comme «rouge» (tel que les viandes bovines, ovines et porcines) 

ou «blanc» (tel que les viandes des volailles) en fonction de la concentration de myoglobine 

des fibres musculaires. Une composition typique de la viande rouge de différentes races est 

présentée dans le Tableau 16.  

Tableau 16. Composition des éléments nutritifs (par 100 g) de viande 
rouge maigre  (Williams, 2007)  

Constituants  Boeuf Veau Agneau Mouton

Eau (g) 73,1 74,8 72,9 73,2 
Protéines (g) 23,2 24,8 21,9 21,5 
Lipides (g)  2,8   1,5   4,7   4,0 
Cholestérol (mg)   50,0 51,0 66,0 66,0 
Thiamine (mg)  0,04 0,06 0,12 0,16 
Riboflavine (mg)  0,18 0,20 0,23 0,25 
La niacine (mg)   5,0 16,0 5,2 8,0 
La vitamine B6 (mg)  0,52 0,8 0,10 0,8 
La vitamine B12 (�g)   2,5 1,6 0,96 2,8 
Acide pantothénique (mg) 0,35 1,50 0,74 1,33 
La vitamine A (�g)  <5 <5 8,6 7,8 
Le bêta-carotène (�g)  10 <5 <5 <5 
Alpha-tocophérol (mg)  0,63 0,50 0,44 0,20 
Sodium (mg)  51 51 69 71 
Potassium (mg)   363 362 344 365 
Calcium (mg)   4,5 6,5 7,2 6,6 
Fer (mg)  1,8 1,1 2,0 3,3 
Zinc (mg)  4,6 4,2 4,5 3,9 
Magnésium (mg)  25 26 28 28 
Phosphore (mg)  215 260 194 290 
Cuivre (mg)  0,12 0,08 0,12 0,22 
Sélénium (�g)  17 <10 14 <10 

4.2. Les critères de qualité des viandes 

La recherche de la qualité au sens large est actuellement une préoccupation 

fondamentale pour l'industrie agroalimentaire. La qualité est définie en tant que : « L'aptitude 

du produit ou d'un service à satisfaire les besoins des utilisateurs (ISO 8402)».  

La qualité des viandes renferme 5 critères (Perrin et al., 1992) qui sont :  



Thèse Fathia AOUIDI                                                                ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

36

� Qualité nutritionnelle : La viande est un élément qui apporte de nombreux nutriments 

indispensables à une alimentation équilibrée. C'est une source de protéines, de minéraux (tels 

que le fer) et des vitamines (notamment du groupe B). 

� Qualité sanitaire : La viande est un produit riche qui constitue un substrat favorable au 

développement des microorganismes dont certains sont pathogènes ou de substances toxiques.  

La présence éventuelle de germes pathogènes doit être strictement surveillée. 

� Qualité organoleptique : Ceci concerne la couleur, la flaveur, la tendreté et la jutosité.  

La couleur est, chronologiquement, le premier critère d'appréciation de la viande par le 

consommateur. C'est un facteur déterminant l'achat ou le rejet par ce dernier. Pour les viandes 

bovines et ovines, brûlure par le froid et brunissement de la viande doivent être évités.  

La flaveur est l'ensemble des propriétés gustatives et olfactives perçus au cours de la 

dégustation. La flaveur se développe au cours de la cuisson. La flaveur de la viande est 

déterminée par la composition chimique et les changements apportés à cette dernière lors de 

la cuisson. De nombreux composants aromatiques volatils sont produits lors de la cuisson par 

dégradation ou oxydation des lipides, dégradation thermique et interactions entre protéines, 

peptides, acides aminés, sucres et ribonucléotides.  

La tendreté peut être considérée comme le composant mécanique de la texture de la viande. 

La tendreté mesure donc la facilité avec laquelle une viande se laisse couper.  

La jutosité influence la perception de la texture de la viande par le consommateur. 

� La qualité technologique : Les caractéristiques technologiques représentent l'aptitude 

de la viande à la conservation et à la transformation.

4.3. Les altérations de la viande 

La viande et les produits carnés sont des milieux très riches caractérisés par un risque 

de sécurité très élevé. En effet, ils sont rapidement susceptibles de subir tous types 

d’altération microbiologique, physicochimique, organoleptique et nutritionnelle.  

4.3.1. Les altérations microbiologiques 

La viande, par sa composition et ses caractéristiques physico-chimiques (activité de 

l'eau, pH), associées à certains facteurs environnementaux constitue un bon milieu de 

développement des micro-organismes. Ces derniers peuvent être, soit d'origine endogène 

(présent dans les tissus de l'animal avant l'abattage), soit d'origine exogène (envahissant la 

carcasse à la suite de contaminations diverses) (Mackey et Kerridge, 1988).  

La flore bactérienne susceptible de se développer sur la viande renferme des germes 

bénéfiques, des germes d’altération et des germes pathogènes (Fig. 12). Le Tableau 17 

présente les principaux genres bactériens détectés dans la viande.  



Thèse Fathia AOUIDI                                                                ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

37

Fig. 12. La flore bactérienne susceptible de se développer sur la viande 

Des exemples d’altération microbienne des viandes et produits carnées et les bactéries 

impliquées sont présentés dans le Tableau 18. L’altération microbienne des viandes se 

manifeste essentiellement par l’apparition d’odeurs désagréables. Ces odeurs résultent de la 

production de composés volatils par des bactéries aéro-anaérobies ou anaérobies strictes. Le 

développement de ces germes sur des viandes conditionnées engendre la production de gaz 

(CO
2 

et H
2
S) causant le gonflement des sacs d’emballage. Outre, le phénomène de 

« putréfaction des viandes » est causé par le développement de bactéries aéro-anaérobies ou 

aérobies sur les viandes conditionnées. Les premières manifestations de ce phénomène sont 

discrètes : odeur dite de relent et modification de l'aspect de la viande qui devient poisseuse.  

Par la suite, lorsque le phénomène s'intensifie, des modifications plus importantes se 

développent : odeur putride, noircissement et ramollissement des produits en superficie 

(Bisignano et al., 1999). Les bactéries du genre Clostridium interviennent profondément 

dégradant le glycogène résiduel ou les protéines ; elles dégagent du dioxyde de carbone et 

provoquent une putréfaction sulfhydrique et ammoniacale. Lorsque la viande reste exposée à 

une température de 10 à 25°C, la putréfaction peut être superficielle mais elle peut aussi se 

produire autour des os. À moins de 10°C, se développent des psychrotrophes et d’autres 

bactéries, surtout Gram négatif, qui forment une enduit visqueux à la surface de la chair et 

dégagent une odeur désagréable (Vierling, 2008).  
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En raison des nombreuses manipulations nécessaires à leur préparation, les viandes 

hachées sont très exposées aux contaminations bactériennes. Par conséquent, elles sont 

davantage sensibles à la putréfaction que les carcasses et les grosses unités de découpe 

(Linton et al., 2004). 

Tableau 17. Genres des bactéries détectées dans la viande et volaille (Mychas et al., 2008) 

Microorganisme  Gram Abondance dans 

viande fraiche 

Abondance dans

 viande traité 

Achromobacter � X  
Acinetobacter � XX X 
Aeromonas � XX X 
Alcaligenes � X  
Alteromonas � X X 
Arthrobacter ± X X 
Bacillus + X X 
Brochothrix + X X 
Campylobacter � X  
Carnobacterium  + X  
Chromobacterium � X  
Citrobacter  � X  
Clostridium + X  
Corynebactenum  + X X 
Enterobacter  � X X 
Enterococcus  + XX X 
Escherchia  � X  
Flavobacterium � X  
Hafnia  � X X 
Janthinobacterium �   
Klebsiella  � X  
Kluyvera  � X  
Kocuria  + X X 
Kurthia  + X  
Lactobacillus  + X XX 
Lactococcus  + X  
Leuconostoc + X X 
Listeria  + X X 
Microbacterium  + X X 
Micrococcus  + X X 
Moraxella  � XX  
Paenibacillus + X X 
Pantoea  � X  
Proteus  � X  
Providencia  � X X 
Pseudomonas  � XX X 
Shewanella  � X X 
Staphylococcus  + X X 
Streptococcus  + X X 
Vibrio  � X  
Weissella  + X X 
Yersinia  � X  
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Tableau 18. Exemples d’altération microbienne des viandes et produits carnées et les bactéries 
impliquées (Mychas et al., 2008) 

Défaut  Produit carné  Bactéries impliquées 

Bave  Viande  Psendomonas, Lactobacillus, Enterococcus, 

Weissella, Brochothrix 

H2O2, 
verdissement  

Viande  Weissella, Leuconostoc, Enterococcus, 

Lactobacillus  

H2S, 
verdissement  

Viande conditionné 
sous vide  

Shewanella 

H2S production  Viande salée Vibrio, Enterobacteriaceae 

Odeur de sulfure Viande conditionné 
sous vide  

Clostridium, Hafnia 

Odeur de chou Jambon (salée et 
fumée) 

Providencia 

Putréfaction  Jambon Enterobacteriaceae, Proteus 
Gout de l’os Viande  Clostridium, Enterococcus 

Acidification  Jambon  Lactic acid bacteria, Enterococcus, Micrococcus, 

Bacillus, Clostridium 

4.3.2. Les altérations physicochimiques  

Au cours de l’entreposage, les viandes peuvent subir une dessiccation proportionnelle 

au temps de séjour, aux variations de températures subies et à l’étanchéité de leur emballage.  

Les variations cristallines induites par les fluctuations de la température de stockage génèrent 

des pertes de masse lors de la décongélation du produit et, par voie de conséquence, une 

diminution de sa valeur nutritionnelle (Mackey et Kerridge, 1988).  

La déshydratation en surface facilite l’oxydation et se traduit par des dénaturations 

locales. Des taches claires appelées « brûlures de congélation » apparaissent et donnent aux 

viandes crues un aspect peu engageant. Cette altération de l’aspect des viandes correspond à 

une sublimation de la glace, qui s’accompagne de la formation de cavités au niveau des 

couches superficielles, d’où l’aspect blanc grisâtre (Castro et al., 2011). Les « brûlures de 

congélation » témoignent aussi de variations successives de la température de conservation. 

Elles peuvent être efficacement limitées par le conditionnement sous vide (du fait de ses 

propriétés « barrière » aux gaz, ce dernier limite les phénomènes de sublimation) et 

disparaissent à la cuisson (Bouillet et al., 1982).

Le rancissement des graisses est le principal facteur limitant la durée de congélation, 

bien qu’il soit possible de s’en prémunir dans une certaine mesure. Il s’explique par des 

réactions d’hydrolyse et d’oxydation auxquelles ils sont sensibles les acides gras insaturés, 

même à très basses températures (jusqu’à –25°C). Il peut se produire à tout moment si les 
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viandes sont soumises à des variations de température au cours de leur stockage (Castro et al., 

2011 ; Bouillet et al., 1982). L’oxygène a une action auto-catalytique, la réaction initiée dans 

un premier temps se poursuivant, catalysée par les produits formés. En l’occurrence, la 

réaction commence par la formation de peroxydes, lesquels sont ensuite dégradés pour donner 

naissance à un grand nombre de composés tels que des aldéhydes, des cétones ou des acides 

responsables de l’apparition de flaveurs désagréables (Bouillet et al., 1982). Or, la formation 

de peroxydes est considérablement accélérée par une élévation de la température. Cette 

réaction en chaîne peut donc être initiée ou re-initiée lorsque les viandes sont soumises à des 

variations de température. Les dégradations qualitatives étant irréversibles et cumulatives, 

leur répétition finit par conduire à une altération sensible des viandes (Bouillet et al., 1982).  

Les réactions de dénaturation des protéines reprennent à la décongélation, dès que la 

température atteint la plage –5°C/–1°C. C’est une phase qu’il importe de maîtriser et de 

réaliser au froid d’autant qu’une décongélation trop rapide est déconseillée : elle entraîne la 

rupture des parois cellulaires de la viande avec un taux d'exsudat important. A la cuisson, la 

viande perd une quantité de jus plus importante et sera plus dure à la dégustation (Bouillet et 

al., 1982). 

4.3.3. Les altérations organoleptiques 

Les altérations organoleptiques des viandes concernent la texture, l’odeur et en 

premier temps la couleur. Les défauts de texture sont liés à la perte en eau et à la modification 

de la structure des protéines. Des odeurs désagréables peuvent se produire suite au 

développement des germes microbiennes et /ou oxydation des lipides et des protéines.  

La couleur de la viande est facilement et rapidement altérable. Elle est un critère essentiel 

auquel s’attache le consommateur lorsqu’il doit apprécier l’aspect visuel de la viande. Elle ne 

doit être ni trop pâle, ni trop foncée et homogène. Elle est due essentiellement à la 

myoglobine présente dans le muscle ainsi qu’à son état d’oxydation (Santé, 1993 ; Renerre, 

1988). La myoglobine est une hémoprotéine, composée d’une chaîne polypeptidique et d’un 

groupement porphyrinique. La partie protéique est fortement liée à l’hème qui possède en son 

centre un atome de fer qui peut exister aussi bien sous forme ferreux (2+) ou ferrique (3+). La 

myoglobine est sujette à des modifications biochimiques conduisant à des changements de 

couleur. Cette dernière dépend de la valence du fer dans l’hème, du type de ligand et des 

changements dans la molécule (Fig. 13). La couleur est définie par la quantité relative des 3 

formes de pigment héminique (la myoglobine réduite, la myoglobine oxygénée 

ou oxymyoglobine et la myoglobine oxydée ou metmyoglobine) (Sterlie et Lerfall, 2005).  
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La myoglobine réduite (Mb-Fe++) est le pigment pourpre de la viande en profondeur et de la 

viande emballée sous vide. Exposée à l’air, la myoglobine se combine à l’oxygène pour 

former l’oxymyoglobine de couleur rouge vif (MbO2-Fe++) qui est synonyme de fraîcheur et 

attractive pour le consommateur de la viande (Sterlie et Lerfall, 2005). La couleur brune, 

signe d’altération organoleptique, est due à la formation de metmyoglobine.   

Fig. 13. Relation entre la forme chimique de la myoglobine et la couleur de la viande (adapté 
de Kijowski, 2001) 

4.4. Les méthodes de conservation des viandes 

La viande fraîche est un produit sensible et instable au cours du temps en raison de sa 

composition et ses caractéristiques physicochimiques (pH et aw). La durée de sa conservation 

dépend de la température, de l'oxygène atmosphérique (O2), des enzymes endogènes, de 

l'humidité, de la lumière et, surtout, des micro-organismes initialement présents.   

Le défit de la conservation de la viande remonte à l’antiquité et, actuellement, il s’est accentué 

avec l’industrialisation des produits carnées. Les techniques de conservation des viandes et 

des produits carnées sont nombreuses et peuvent être utilisées seules ou combinées. Ces 

techniques peuvent être classées en procédés chimiques, biologiques et physiques 

(Tableau 19). 
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Traditionnellement, les viandes sont conservées par des procédés tels que le salage, le 

séchage et le froid. Récemment et avec les progrès scientifiques et technologiques, des 

procédés alternatives, tels que la méthode de haute pression, la biopréservation, l’irradiation, 

l’emballage actif, le chauffage ohmique et le chauffage à haute fréquence sont utilisés 

(Aymerich et al., 2008).  

4.5. Amélioration de la valeur fonctionnelle des viandes  

Les viandes et les produits carnés sont des sources importantes de protéines, matières 

grasses, acides aminés essentiels, minéraux et vitamines et autres nutriments (Biesalski, 

2005). Actuellement, les demandes de consommateur dépassent la satisfaction des besoins 

nutritifs à la satisfaction de maintenir en main sa santé. Ces dernières années, les demandes de 

viandes et produits carnées sains, salubres et ayant des effets bénéfiques sur la santé et des 

rôles préventifs contre des maladies tel que maladies cardio-vasculaires, obésité, sont en haute  

croissance. Le consommateur demande des viandes et produits carnées avec un niveau réduit 

de matières grasses et de cholestérol, un contenu faible ou absence de nitrite et de chlorure de 

sodium, une amélioration de la composition du profil des acides gras, une incorporation 

d’ingrédients fonctionnels ayant des propriétés bénéfiques pour la santé.     

En réponse à ses demandes des consommateurs, beaucoup d’attention est accordé par 

les chercheurs et les industriels afin de développer des viandes et produits carnées ayant des 

fonctions physiologiques qui promeuvent la santé et préviennent les risques de maladies.  

Trois stratégies sont utilisées, seuls ou combinées, pour améliorer la valeur fonctionnelle des 

viandes et produits carnées (Zhang et al., 2010).  

� L'amélioration de la valeur fonctionnelle des viandes peut être réalisée en ajoutant des 

composés fonctionnels dont l'acide linoléique conjugué, la vitamine E, l’acide gras 

Omega3 et de sélénium à l’alimentation animal. Cet ajout améliore aussi la production 

animale, la composition de la carcasse et la qualité de la viande fraîche (Formanek et al., 

2001; Luciano et al., 2011). 

� Des ingrédients fonctionnels tels que les protéines végétales (les protéines de soja, de 

lactosérum, de blé…), les fibres alimentaires, les herbes et les épices (ail, sage, origan, 

clou de girofle, extrait de romarin…), des probiotiques et des bactéries lactiques peuvent 

être directement incorporés dans les viandes et produits carnées  pendant le traitement 

pour améliorer leur valeur fonctionnelle (Hayes et al., 2011 ; Huang et al., 2005).  

� Des composés fonctionnels, notamment les peptides, peuvent également être générés à 

partir de viandes et produits carnés au cours de traitement tels que la fermentation, la 

maturation, et l'hydrolyse enzymatique (Kurt et Zorba, 2009). 
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4.6. Effet des additifs sur les viandes et produits carnées   

Différents additifs peuvent être ajoutés aux viandes et produits carnées. Ces additifs 

pourraient être de type synthétique (tel que le lactate de potassium) ou naturelle. Ces derniers 

regroupent les épices, les plantes, les extraits, les huiles essentielles, les bactéries lactiques et 

les probiotiques. Ces additifs possèdent des effets sur les qualités nutritionnelles, 

fonctionnelles, technologiques et microbiennes des viandes et produits carnées. Le Tableau 20 

présente quelques travaux récents sur l’utilisation et les effets de certains additifs sur les 

viandes et produits carnées.    

Les principaux effets des additifs sur les viandes et produits carnées sont : 

� Amélioration des propriétés sensorielles par effet aromatisant de certains additifs et 

pouvoir texturant de certains d’autres.  

� Production d’aliment fonctionnel lors d’utilisation d’additifs possédant des vertus pour 

la santé humaine.  

� Amélioration de la conservation par effet antimicrobien et /ou antioxydant de certains 

additifs, évitant ainsi la prolifération microbienne et l’oxydation des lipides et de 

l’oxymyoglobine.  

� Gain technologique par diminution des pertes à la décongélation, à la conservation et à 

la cuisson.    

� Inhibition des germes pathogènes tels que Salmonella et Listeria.       

Tableau 20. Effet des additifs sur les viandes et produits carnées   

Additifs Concentration  Produits  Effets  Références  

Fibres 
diétiques des 
pomaces du 
raisin  

(0.5, 1, 1.5 et 2%) Hamburger 
de poulet (cru 
et cuit) 

Améliore la stabilité 
oxydative ; pas d’effet sur 
les propriétés sensorielles  

Sayago-Ayerdi et 
al., 2009 

lutein   
sesamol  
ellagic acid  
Extrait des 
feuilles 
d’olivier 

lutein  (200 mg/g 
meat), sesamol (250 
mg/g meat), 
ellagic acid  (300 
mg/g meat),  extrait 
des feuilles d’olivier 
(200 mg/g meat) 

Saucisse de 
porc (cru et 
cuite) 

Augmente la stabilité des 
lipides ; production 
d’aliment fonctionnel ; 
amélioration de la 
conservation.  

Hayes et al., 2011 

Extrait de 
feuilles de 
bourrache  

340 ppm Saucisse 
fermenté 
sèche 

production d’aliment 
fonctionnel; contrôle 
l’oxydation des lipides. 

García-Iñiguez de 
Ciriano et al., 
2009 

Bactéries 
lactiques  

7 log UFC/g Viande de 
volaille cru 

Effet antimicrobien 
contre Listeria 
monocytogenes et 
Salmonella Enteritidi

Maragkoudakis et 
al.,2009 



Thèse Fathia AOUIDI                                                                ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

46

Tableau 20. Effet des additifs sur les viandes et produits carnées  (suite)

Additifs Concentration  Produits  Effets  Références  

Huile 
essentielle de la 
sauge (Salvia 
officinalis) et 
de grain de 
poivre sauvage 
(Schinus molle) 

0-3%  Viande 
hachée 
bovine  

Effet antimicrobien 
contre Salmonella 

anatum et Salmonella 
enteritidis

Hayouni et al., 
2008 

Huile 
essentielle 
d’origan et / ou 
nisin  

Huile essentielle 
d’origan (0,6-
0,9%) et / ou nisin 
(500-1000 IU/g 

Viande 
hachée de 
mouton   

Effet antimicrobien 
contre Salmonella 

enteritidis

Govaris et al., 
2010 

Farine de blé, 
concentré de 
protéine de 
lactosérum ou 
isolat de 
protéine de soja 

0,2%  Boulettes de 
viandes 
cuites  

Amélioration des 
propriétés texturales, 
Réduction de l’oxydation 
des lipides et de 
l’oxymyoglobine  

Ulu, 2004  

Extrait 
phénolique des 
margines  

50-100 mg 
phénol/ Kg 
viande  

Viandes 
hachées 
porcine et 
bovine  

Amélioration de la 
stabilité des lipides contre 
l’oxydation  

Dejong et Lanari, 
2009 

Son de riz 0-15% Boulettes de 
viandes de 
porc 

Amélioration des 
propriétés texturales, 
production d’aliment 
fonctionnel 

Huang et al., 2005 

Lactate de 
potassium  

2,5% Viande 
bovine  

Stabilisation de la couleur Kim et al., 2009 

Farine de grain 
de coton  

0-3% Viande 
hachée cuite 
de bœuf  

Réduction de l’oxydation 
des lipides  

Rhee et al., 2001 

Catéchines 
extraites du thé 
vert  

0-1000 mg/Kg Viande 
hachée de 
bœuf  

Réduction de l’oxydation 
des lipides ; Stabilisation 
de la couleur 

Tang et al., 2006 

Tomate séche 
(riche en 
lycopène) 

0-6% Hamburger 
de bœuf (cru 
et cuite)  

Modification des 
propriétés de texture à 
cause de la présence de 
fibre ; modification de la 
couleur et obtention 
d’une couleur 
caractéristique due à la 
carotène 

Luisa Garcia et al., 
2009 

La gomme 
brute de Malva 
Nuts 

0,2 g/ 100g Pate de 
viande de 
volaille (cru 
et cuite) 

Amélioration de la 
texture  

Somboonpanyakul 
et al., 2007 

La gomme 
brute de Malva 
Nuts 

0,6g/ 100g Saucisses  Faible perte à la cuisson  Somboonpanyakul 
et al., 2007 

Eugenol, 
Acide 
rosmarinic 

0,05 % Viande 
hachée 
bovine 

Stabilité de la couleur  Allen et 
Cornforth, 2010 
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5. La spectroscopie moyen infrarouge et l’analyse chimiométrique

Les techniques spectroscopiques sont des méthodes physiques de caractérisation et de 

quantification. La spectroscopie moléculaire peut être définie comme l’étude de l’interaction 

des ondes électromagnétiques et de la matière (Banwell, 1983) sur un domaine de longueurs 

d’ondes spécifiques. 

L'absorption de radiation électromagnétique par une molécule induit :  

� soit une transition électronique s'il s'agit de visible ou d'ultraviolet. Ceci est à la base 

de la spectroscopie d'absorption UV-visible. 

� soit une transition vibrationnelle s'il s'agit de radiation infrarouge. Ceci est à la base de 

la spectroscopie infrarouge (IR).  

� soit une transition d'état de spin nucléaire s'il s'agit d'une onde radio. Ceci est à la base 

de la spectroscopie Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN).  

Chaque technique spectroscopique correspond à une plage spectrale (Fig. 14) :      

� l’ultraviolet-visible dans la région 10 - 700 nm, 

� l’infrarouge dans la région 700 nm - 50 �m, 

� la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) dans la région des fréquences radio 30 

cm-10 m.   

Le rayonnement électromagnétique infrarouge se décompose en trois parties: le proche 

infrarouge (PIR), le moyen infrarouge (MIR) et le lointain infrarouge (LIR) (Fig. 14). 

Fig. 14. Le spectre électromagnétique 
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5.1. Le principe de la spectroscopie moyen infrarouge 

La spectroscopie MIR est basée sur l’absorption du rayonnement, dans la région allant 

de 4000 à 400 cm-1, où tout composé organique possède une signature qui lui est propre. Les 

bandes d’absorption MIR sont dues essentiellement aux vibrations fondamentales des 

molécules. Lorsque la longueur d'onde (l'énergie) apportée par le faisceau lumineux est 

voisine  de l'énergie de vibration de la molécule, cette dernière va absorber le rayonnement et 

une diminution de l'intensité réfléchie ou transmise sera enregistrée.  

Plusieurs phénomènes peuvent subvenir lors de l’interaction entre ce type d’énergie 

(rayonnement MIR) et la matière, dont la modification des distances interatomiques 

(vibrations de valence ou d'élongation) et les angles de valence (vibrations de déformation). 

Beaucoup de groupements fonctionnels de composés organiques vont présenter des vibrations 

caractéristiques. Ainsi, il est possible d’attribuer des absorptions à des entités chimiques 

spécifiques (exemple : C-H, C=O, N-H). A une matière de composition chimique et de 

structure donnée va correspondre un ensemble de bandes d'absorption caractéristiques 

permettant d'identifier la matière. Par conséquent, la spectroscopie MIR est très utile pour 

l’analyse qualitative. Le spectre infrarouge est donc extrêmement important pour 

l'identification de groupements. Cependant, les spectres des mélanges sont très complexes et 

on ne peut attribuer toutes les bandes. L’analyse quantitative par spectroscopie MIR est 

également possible, l’intensité de l’absorption étant proportionnelle à la concentration de 

l’espèce absorbante. 

Un spectre MIR peut être décomposé en deux régions (Fig. 15) : 

� La région 4000-1500 cm-1 où se trouvent les bandes d’absorption qui peuvent être 

attribuées à des groupements fonctionnels particuliers. La plage spectrale, entre 4000-1300 

cm-1 est appelée la zone des «fréquences de groupe» car des molécules avec le même groupe 

fonctionnel présentent des bandes d’absorption sensiblement aux mêmes fréquences, 

indépendamment de la chaine carbonée principale. 

� La région 1500-400 cm-1 qui comprend de nombreuses bandes et caractérise la 

molécule dans son ensemble. Cette dernière représente l’empreinte de la molécule, nommée 

« fingerprint ». La région 1300-200 cm-1 contient des bandes vibrationnelles plus 

difficilement attribuables à des groupes fonctionnels spécifiques, du fait que les masses et 

les forces de liaison de chacune des espèces absorbantes sont très similaires. Pourtant, il y a 

dans cette région des absorptions importantes et souvent caractéristiques de ce qui est 

présent dans l’échantillon. C'est pour cette raison que cette région est intitulé le zone des 

«empreintes digitales». 
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Fig. 15. Attribution des bandes d’absorption dans le moyen infrarouge (Rouessac, 2002) 

5.2. Les avantages et les inconvénients de la spectroscopie moyen infrarouge 

5.2.1. Les avantages  

Comparé à d’autres méthodes classiques d'analyse, la spectroscopie MIR présente de 

nombreux avantages: 

� Peu ou pas de préparation de l’échantillon : La spectroscopie MIR permet d'analyser 

directement un échantillon liquide, solide ou pâteux sans aucune préparation ni dilution.  

� Pas de résidus: Cette méthode est appliquée directement sur l’échantillon. Ainsi, 

l’utilisation de solvants toxiques ou de consommables pour sa préparation n’est pas 

nécessaire. 

� Rapidité de la mesure: Après calibration, les spectromètres MIR peuvent analyser un 

échantillon et calculer un résultat en quelques secondes. 

� Analyse non destructrice.  

� Une très faible quantité de matière est suffisante pour l’analyse.   
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� Précision de la technique spectroscopique MIR : (répétabilité de la méthode qui opère 

par transformée de Fourier et accumulation spectrale) ; Les analyses MIR ne nécessitant pas 

de préparation d’échantillon, l’erreur liée à l’échantillonnage est considérablement réduite, ce 

qui augmente ainsi la précision et la reproductibilité des mesures. 

� Possibilité de caractériser plusieurs propriétés simultanément.  

� Simplicité de la mise en œuvre de la technique, qui permet d'analyser une large 

gamme de produits.  

� Possibilités d’analyse de produits toxiques ou dangereux à distance (plus de 100 m en 

utilisant les fibres optiques). 

� Méthode de choix pour le contrôle industriel, analyse et monitoring in situ en temps 

réel. Installation en ligne sur les unités de fabrication par l'emploi de fibres optiques, 

permettant l'analyse simultanée de plusieurs produits ; Des fibres optiques sont utilisées pour 

transmettre le signal IR au travers d’une longue distance, sans perte d’intensité lumineuse. 

Ces accessoires de mesures sont très robustes et adaptés à une utilisation dans un site de 

production. En utilisant des sondes à fibres optiques, des échantillons peuvent être mesurés à 

distance dans de grands récipients ou au sein de réacteurs. 

� Coût de l’analyse : faible coût d’analyse et de maintenance. En comparaison avec les 

analyses chimiques classiques, le coût le plus élevé pour la spectroscopie MIR est celui de la 

mise en place initiale de la méthode d’analyse ; puis, plus le nombre d’échantillons augmente, 

plus le coût d’une analyse décroît.     

5.2.2. Les inconvénients  

En plus des avantages cités, la spectroscopie MIR présente de nombreux inconvénients: 

� Manque de corrélation structurale (difficultés pour l’interprétation des spectres). 

� Manque de bibliothèques de spectres diversifiés. 

� N’est généralement pas une technique d’analyse de traces. 

� Besoin de calibration pour les mélanges (Analyse directe très difficile en général). 

Utilisation de méthodes chimiométriques. Phase de l’étalonnage longue et délicate. 

� Parfois, problèmes de transfert de calibration d’une méthode d’un appareil à l’autre. 

5.3. Instrumentation de la spectroscopie moyen infrarouge 

Il existe deux grands types d’appareils. Leurs différences résident essentiellement dans 

le système de sélecteurs de longueurs d’onde. 

� Spectromètres dispersifs. 

� Spectromètres à transformée de Fourier (FT-IR) (non dispersifs).  
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• Spectromètres IR dispersifs :

Les premiers spectromètres infrarouges sont de type dispersif (de moins en moins 

utilisé). Ces appareils sont conçus selon le schéma de principe représenté sur la Fig. 16.  

Dans ce type de spectromètre «classique», un rayon de lumière infrarouge est produit et 

scindé en deux faisceaux. L'un passe au travers de l'échantillon, l'autre au travers d'une 

référence qui est quelquefois le composé dans lequel l'échantillon a été dissous. Les faisceaux 

sont ensuite réfléchis jusqu'à un détecteur, après être passés par un séparateur qui alterne 

rapidement les faisceaux entrant dans le détecteur. Les deux signaux sont comparés et le 

spectre est ainsi obtenu.  

Fig. 16. Schéma de principe d’un spectromètre IR dispersif 

Les avantages de ces appareils :  

� L’échantillon est placé entre la source et le monochromateur de façon que l’émission 

propre de l’échantillon soit éliminée.  

� L'utilisation d'une référence permet : 

- d'éviter les fluctuations de sortie de source qui peuvent affecter les données. Ces  

fluctuations ont des origines diverses, comme le vieillissement.  

- d'éviter la prise en compte des effets de solvant (la référence est généralement le solvant 

pur  correspondant à celui dans lequel l'échantillon est dissous).  

Les inconvénients de ces appareils : 

� La relative lenteur des mesures (étant donné que l’instrument mesure chaque fréquence 

individuellement, l’enregistrement d’un échantillon prend de 10 à 15 minutes).  

� La relative insensibilité (la détection nécessite une quantité raisonnable de produit pour 

une analyse exploitable). 

� La complexité mécanique (existence de certaines parties mobiles toutes sujettes à des 

problèmes de casse mécanique). 
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• Spectromètres IR à transformée de Fourier (FT-IR) (non dispersifs) :

Les spectromètres FT-IR ont été développés pour apporter une réponse aux limitations 

des spectromètres dispersifs. La difficulté principale à résoudre était celle de la lenteur de 

l’acquisition. Il était indispensable d’imaginer un dispositif mesurant toutes les fréquences 

simultanément. Ce dispositif est l’interféromètre. 

La Fig. 17 décrit le schéma d'un spectromètre à transformée de Fourier. Le faisceau 

infrarouge provenant de la source A est dirigé vers l'interféromètre de Michelson qui va 

moduler chaque longueur d'onde du faisceau à une fréquence différente. Dans l'interféromètre 

le faisceau lumineux arrive sur la Séparatrice. La moitié du faisceau est alors dirigée sur le 

miroir fixe, le reste passe à travers la séparatrice et est dirigé sur le miroir mobile. Quand les 

deux faisceaux se recombinent, des interférences destructives ou constructives apparaissent en 

fonction de la position du miroir mobile. Le faisceau modulé est alors réfléchi des deux 

miroirs vers l'échantillon, où des absorptions interviennent. Le faisceau arrive ensuite sur le 

détecteur pour être transformé en signal électrique. 

Fig. 17. Schéma de principe d’un spectromètre IR à transformée de Fourier 

Les avantages par rapport aux spectromètres dispersifs :   

� Rapidité: du fait d’une mesure simultanée de toutes les fréquences, la mesure dure 

quelques secondes. Un spectre de 800-8000 cm-1 de résolution de 2 cm-1, mesuré en 30 

minutes sur un spectromètre dispersif, sera collecté en 1 seconde au même rapport 

signal/bruit. 

� Une absence d’échauffement de l’échantillon qui peut être soumis beaucoup moins 

longtemps à la radiation IR que dans le cas d’un dispersif classique. 
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�  Sensibilité est très largement améliorée par rapport aux systèmes dispersifs. La possibilité 

de réaliser plusieurs acquisitions permet d’améliorer considérablement le rapport 

signal/bruit. La très bonne sensibilité permet d’envisager des applications en contrôle  

qualité (identification de contaminants par exemple). Il est en outre possible d’effectuer 

des analyses quantitatives de grande précision avec ce type de spectromètre. 

� Simplicité mécanique : la seule partie mobile de l’instrument est le miroir mobile. 

� Etalonnage interne : basé sur le laser hélium-néon (He-Ne, 632,8 nm). Il est utilisé pour 

contrôler l’interféromètre et fournir une calibration interne de longueur d’onde. Il 

constitue la source d’exactitude et de précision élevées en nombre d’onde. 

� On n’observe aucun spectre d’émission de l’échantillon qui est placé optiquement après 

l’interféromètre. Les radiations IR émises par l’échantillon ne sont pas modulées et par 

conséquent non détectées. 

� Résolution spectrale élevée : de l’ordre de 2 cm-1, alors qu’en spectroscopie infrarouge 

classique, on atteint une résolution de 50 cm-1. 

5.4. Analyse chimiométrique 

5.4.1. Définition  

La Chimiométrie est l’ensemble des méthodes mathématiques appliquées à la genèse, 

à la collecte et au traitement de l’information expérimentale. Leur mise en œuvre étant rendue 

possible grâce à l’outil informatique. Cela comprend notamment : 

� Les méthodes multivariées d'analyse de données 

� Les méthodes taxonomiques et de classification 

� Les méthodes de traitement du signal 

� La validation des méthodes de mesures 

� La méthodologie des plans d'expérience  

Les sciences analytiques constituent le champ d'application privilégié de la Chimiométrie, que 

ce soit pour l'étude, l'optimisation et la validation des méthodes séparatives, pour l'étalonnage 

des méthodes spectrales ou bien pour l'analyse et la modélisation des données (classification, 

constitution de chimiothèques en fonction des propriétés). 

5.4.2.  L’apport des méthodes chimiométriques au traitement des spectres infrarouges 

L’interprétation des spectres infrarouges est très difficile. Enfaite, ces spectres sont 

complexes en raison de chevauchement des bandes d'absorption de toutes les liaisons 

chimiques de l’échantillon analysé. C’est pourquoi des méthodes chimiométriques sont 

appliquées afin d’extraire le maximum de l’information quantitative et qualitative contenue 

dans les spectres IR  
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Ces méthodes chimiométriques permettent l’analyse multicomposants et l’exploitation de la 

plus grande partie de l’information sans émettre d’hypothèses trop restrictives sur le plan de la 

théorie spectrale. En amont, elles permettent l’optimisation des essais en garantissant la 

qualité spectrale recueillie. En aval, dans le cas des analyses quantitatives, elles permettent la 

description des données sous forme synthétique (moyennes, variances…) et la quantification 

des résultats (méthodes prédictives) à l’aide des méthodes de régression permettant la 

compression des données comme la régression en composantes principales (PCR) et la 

méthode des moindre carrés partiels (PLS). 

Le développement des techniques spectroscopiques IR quantitatives est dû aux possibilités 

offertes par l’IRTF associées au développement permanent des systèmes informatiques. La 

qualité des analyses quantitatives a beaucoup progressé en raison d’une meilleure précision 

des appareils (spectre acquis numériquement, appareils à rapport S/B élevé, bonne linéarité 

sur un large domaine). C’est cette numérisation des spectres qui autorise l’emploi de toutes les 

techniques d’analyse de données rendues possibles par l’offre logicielle actuelle. A noter 

qu’avec cette numérisation, les possibilités de traitements correctifs des spectres (correction 

de la ligne de base, dérivée d’ordre 1 à 3 …) sont nombreuses. 

5.4.3. Classification des techniques chimiométriques appliquées sur les spectres MIR 

Les méthodes chimiométriques appliquées sur spectre MIR s’inscrivent dans le cadre de 

trois objectifs principaux : 

� Méthodes descriptives : exploration des données

Avant de commencer une étude prédictive ou une étude de classification, il faut observer 

les données spectrales pour apprécier leur structure et détecter la présence de données 

aberrantes.  

La description des données sous une forme synthétique (pour structurer et simplifier les 

données issues de plusieurs variables, sans privilégier l'une d'entre elles en particulier, tout en 

apportant des informations sur les variations sans connaissance a priori du système) peut être 

réalisée à partir de méthodes exploratoires, non supervisée, telle que l’analyse en composantes 

principales (ACP). 

� Méthodes prédictives : 

Ces méthodes sont utilisées pour la prédiction de la valeur d’une ou plusieurs variables sur 

de nouveaux échantillons. Les notions utilisées sont très souvent: 

           - Régression linéaire multiple (MLR, MultiLinear Regression).   

           - Régression en composantes principales (PCR, Principal Componant Regression).   

           - Régression des moindres carrés partiels (PLS, Partial least Square).   
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� Méthodes de classification : 

Ces méthodes permettent la classification d’un nouvel échantillon. Il existe deux grands 

types de méthode de classification : 

         - La classification non supervisée : Les échantillons similaires se regroupent pour 

former des groupes (ou clusters). Les méthodes les plus couramment utilisées pour la 

classification non supervisée sont l’ACP et les méthodes de classification hiérarchique. 

         - La classification supervisée : Dans ce cas, on dispose d’un lot d’étalonnage dont 

l’appartenance à chaque groupe est connue. Un modèle d’étalonnage est ainsi crée en 

utilisant cette information. Il est ensuite validé sur un nouveau lot d’échantillons. 

Les méthodes de classification sont :  

    -  La méthode des K plus proches voisins (KNN, K-Neirest Neighbors).  

    -  L’analyse linéaire discriminante (LDA, Linear Discriminant Analysis). 

-  Les réseaux de neurones (ANN).  

    -  La méthode discriminante des moindres carrés partiels (PLS-DA, Partial least 

Square-Discriminant analysis).  

-  SIMCA.  

Les objectifs de prédiction et de classification par traitement chimiométriques des 

spectres IR nécessitent la construction d’un modèle d’étalonnage sur les données disponibles 

pour prédire des variables. 

5.4.4. Etapes de construction des modèles et critères de validation 

Les méthodes utilisées pour construire un modèle à partir des données 

spectroscopiques sont nombreuses. Que ce soit pour les méthodes prédictives ou de 

classification, l’analyse se divise en trois étapes : l’étalonnage, la validation et la prédiction. 

L’évaluation de la performance de l’étalonnage et de la validation repose sur plusieurs 

paramètres statistiques. Cependant, les données spectrales brutes, telles qu’elles sont acquises 

par un spectromètre, n’ont pas la forme la plus adaptée aux traitements d’une méthode 

statistique. Elles peuvent être entachées de défauts liés à la présence d’un bruit aléatoire ou à 

des déformations de la ligne de base. Il est souvent utile d’appliquer un prétraitement aux 

données avant leur exploitation. 

• Etapes de construction des modèles : Étalonnage, validation, prédiction

� L’étape d’étalonnage permet de construire un modèle d’étalonnage c'est-à-dire le modèle 

mathématique qui relie les absorbances aux différentes longueurs d’onde (XN,K) à la 

propriété à prédire (Y).  
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� L’étape de validation vérifie si le modèle obtenu donne des résultats satisfaisants sur un 

lot d’échantillons différents de celui utilisé lors de la phase d’étalonnage. Les valeurs 

calculées par le modèle sont comparées aux valeurs de références, dans le cas où l’on 

prédit une propriété physico-chimique. Dans le cas de prédiction d’une classe, on vérifie 

que l’échantillon est correctement classé. 

� L’étape de prédiction correspond à l’utilisation en routine de la technique spectroscopique 

en s’affranchissant de la méthode chimique de référence. L’analyse d’échantillons 

inconnus se fait directement après l’acquisition du spectre, afin de prédire leurs propriétés 

physicochimiques ou leur classe d’appartenance. 

• Critères de validation du modèle

Concernant les méthodes prédictives, deux paramètres permettent de vérifier les 

performances de l’étalonnage : L’erreur standard d’étalonnage SEC et Le coefficient de 

détermination R2. Un SEC faible par rapport au domaine de variation de la variable à prédire 

et un R2 proche de 1 sont des conditions nécessaires mais non suffisantes pour valider un 

modèle.  

L’erreur standard d’étalonnage (SEC : Standard Error of Calibration) : mesure les écarts entre 

la valeur prédite par le modèle et la valeur de référence.  
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�                             (Eq. 1) 

Avec yi : valeur de référence ; y’i : valeur prédite par l’équation d’étalonnage ; N : nombre 

d’échantillons dans l’étalonnage ; P: nombre de variables indépendantes dans la régression. 

Le coefficient de détermination R
2 qui correspond au carré du coefficient de corrélation R : 

estime la variance expliquée par la régression.  
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Avec cov(y’-y) : covariance de y’ et de y ; �y : écart type de y ; �y’ : écart type de y’ ;  y : 

moyenne des valeurs de références ; y' : moyenne des valeurs prédites. 

Alors, après avoir obtenu l’équation d’étalonnage, cette dernière est testée sur des 

échantillons différents de ceux utilisés pour le calcul du modèle. L’étape de validation permet 

de contrôler l’équation d’étalonnage. Dans cette étape, l’évaluation de la prédiction se fait par 

calcul du coefficient de détermination R2, de l’erreur standard de prédiction (SEP) et du biais. 

Le biais correspond à la moyenne des écarts entre la méthode de référence et le modèle. Un 

autre indicateur, l’erreur relative de prédiction (REP), peut être également utilisé. 
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Si le SEC et le SEP sont faibles par rapport au domaine de variation de la variable à prédire et 

les R2 proches de 1, le modèle peut être considéré comme satisfaisant. 

L’erreur standard de prédiction (SEP, Standard Error of Prediction) : 
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i                          (Eq. 3) 

Avec M : Nombre d’échantillons en validation.  

L’erreur relative de prédiction (REP, Relative Error of Prediction) : correspond à l’erreur, en 

pourcent, entre la valeur de référence et celle calculée. 

SEP
y

REP ×=
100

(%)                               (Eq. 4) 

Concernant les modèles de classification, l’évaluation des modèles se fait par rapport 

au pourcentage d’échantillon bien classé (%CC). 
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CC                           (Eq. 5) 

Avec Nc : Nombre d’échantillons correctement classés ; Nic : Nombre d’échantillons mal 

classés.

5.5. Applications de la spectroscopie moyen infrarouge 

La spectroscopie infrarouge est particulièrement répandue dans la recherche 

académique et l'industrie comme technique simple et sure de mesure, de contrôle de qualité et 

de mesure dynamique. L’utilisation de cette technique s’est largement répandue dans un 

grand nombre d'industries donnant lieu à des applications analytiques très diverses : industrie 

agroalimentaire, industrie pharmaceutique, domaines des matériaux (polymères...), industrie 

pétrolière, industrie textile, science spatiale, microbiologie, domaine médicinal… Les 

premières applications industrielles sont apparues dans l'agro-alimentaire pour le dosage de 

l'eau rémanente, puis se sont rapidement étendues à tous les domaines où les techniques 

existantes d'analyse en ligne pour le contrôle des procédés n'offraient pas de solutions 

globalement satisfaisantes. La spectroscopie infrarouge est utilisée pour l’analyse des 

molécules organiques ou inorganiques, des échantillons simples ou complexes, d’états 

gazeux, liquide ou solide. Les objectifs des analyses par spectroscopie infrarouge pourraient 

être qualitatifs ou quantitatifs.    

Des exemples d’applications récentes de la spectroscopie moyen infrarouge sont présentés 

dans le Tableau 21.   
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Tableau 21. Les applications de la spectroscopie MIR  

Domaines  Produits analysés Objectif de l’analyse Références  

Alimentation 
animal  

Produits de 
fermentation  

Estimation de la concentration de 
l’amidon résiduel 

Udén, 2009 

Géochimie   Sol  Détermination des concentrations 
d’élément majeur et mineur de sol  

Reeves et Smith, 
2009 

Pharmaceutique  Préparation 
médicinale  

Analyse de la qualité  Wu et al.,2008 

Pharmaceutique  Myrtilles Evaluation de la qualité et de la 
quantité des substances 
nutraceutiques dans Myrtilles 

Sinelli et al., 2008   

Sciences 
spatiales  

La poussière dans 
les comètes 

La composition de la poussière 
dans les comètes Jupiter-famille 
déduite de la spectroscopie 
infrarouge 

Kelley et Wooden, 
2009 

Textile  Textile historique  Etude de changement structurale 
des fibres de textile biodégradé   

Kavkler et al., 2011 

Médicinale  Tissues cellulaires Détection du cancer  Khanmohammadi et 
Garmarudi, 2011 

Microbiologie  Levures et 
champignons 
filamenteux  

Identification et caractérisation  Santos et al., 2010 

Pétrochimie  Pétrole brute Classification selon l’origine  Galtier et al., 2011 
Polymère  Styrène et isoprène Suivi de la copolymerization 

anionique de styrène et isoprène en 
temps réel  

Quinebèche et al., 
2009  

Alimentaire  Huile d’olive 
vièrge 

Prediction de la composition 
lipidique et la classification des 
huiles selon leur appellation 
d’origine contrôlé  

Galtier et al., 2008 

Alimentaire  Huile d’olive 
vièrge 

Identification variétale  Casale et al., 2010 a 

Alimentaire Abricot  Prédiction des concentrations des 
sucres et acides organiques  

Bureau et al., 2009 

Alimentaire Pomme  Evaluation de la qualité de surface Veraverbeke et al., 
2005 

Alimentaire Vin  Analyse quantitative de tannin  Fernandez et Agosin, 
2007 

Alimentaire Vin et mout   Détection de problèmes de 
fermentation 

Urtubia et al., 2008 

Alimentaire Jus de mangue  Quantification des sucres  Duarte et al., 2002   
Alimentaire Tomate  Prédiction des concentrations des 

sucres et acides organiques  
Beullens et al., 2006 

Alimentaire Huile d’olive extra-
vièrge  

Détection d’adultération  Gurdeniz et Ozen, 
2009   

Alimentaire Purée de fruits Authentification   Defernez et al. 1995  
Alimentaire Vin  Discrimination et classification 

selon leur variété  
Edelman et al., 2001 

Alimentaire Fromage Discrimination et classification 
selon leur origine 

Karoui et al., 2007   

Alimentaire Lait  Analyse de la qualité du lait durant 
la lactation  

Maâmouri et al., 2008 

Alimentaire Viande  Analyse de la qualité  Al-Jowder et al., 1997 



Matériel & Méthodes 
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1. Matériel biologique 

1.1. Feuilles d’olivier  

Les travaux de la présente thèse ont été effectués sur des échantillons de feuilles 

d’olivier de 5 variétés tunisiennes (Chemlali Nord, Sayali, Meski, Zarrazi et Chétoui) et d’une 

variété française (Bouteillan). 

1.2. Souches microbiennes 

Des bactéries lactiques et des bactéries pathogènes ont été utilisées au cours de cette 

thèse. Les souches microbiennes sont :  

• Les bactéries lactiques 

� Lactobacillus plantarum (collection des souches du Laboratoire d’Ecologie et 

de Technologie microbienne, Tunis, Tunisie). 

� Lactobacillus rhamnozus(collection des souches du Laboratoire d’Ecologie et 

de Technologie microbienne, Tunis, Tunisie). 

• Les souches pathogènes 

� Salmonella enterica sérovar zanzibar (CNSTN Sidi thabet, Tunis, Tunisie).

� Listéria monocytogenes EGDe (CNSTN Sidi thabet, Tunis, Tunisie).

� Bacillus cereus (LSPQ 2872) (Laboratoire de Santé Publique du Québec, 

Québec, Canada).

� Pseudomonas aeruginosa (Institut de Pasteur de Tunis, Tunis, Tunisie). 

Ces souches microbiennes sont conservées à -80°C dans leur bouillons spécifiques (voir 

Tableau 23) en présence de 20% glycérol.    

1.3. Viande bovine hachée 

La viande bovine est fournie par une boucherie locale. La viande hachée est 

fraichement préparée dans le laboratoire.    

2. Méthodes physicochimiques 

2.1. Dosage de la concentration en phénols totaux (Skerget et al., 2005)  

Les phénols totaux sont dosés par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu avec 

spectrophotométrie UV-visible.  

Le protocole du dosage des phénols totaux consiste à mélanger 0,5 mL d’échantillon avec 2,5 

mL du réactif de Folin-Ciocalteu (dilué 10 fois). Après 8 min à T° ambiante, 2 mL d’une 

solution de Na2CO3  (75 g L-1) est ajouté. Le mélange est incubé à 50°C pendant 8 min. Après 

refroidissement, une lecture de la densité optique à 760 nm est effectuée. L’acide gallique est 

utilisé comme standard pour préparer une gamme étalon dans la marge de concentration 0 -70 
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mg L-1 (Y = 0,0142 X; Y: Densité optique à 760 nm; X: concentration en acide gallique (mg 

L-1); R2 = 0,9936).  

2.2. Dosage de la concentration en Ortho-diphénol  (Blekas et al., 2002)

Le protocole de dosage d’Ortho-diphénol consiste à mélanger 0,2 mL d’échantillon 

avec 0,8 mL d’eau distillé, 1 mL de tampon phosphate (0,1M, pH 6.5) et 2 mL d’une solution 

de  sodium molybdate (5%). Après 15 minutes d’incubation à température ambiante, une 

lecture de la densité optique à 350 nm est effectuée. L’acide caféique est utilisé comme 

standard pour préparer une gamme étalon dans la marge de concentration 0 -100 mg L-1 (Y = 

0,0049X; X: concentration en acide caféique (mg L-1); Y: Densité optique à 350 nm ; R2 = 

0,9979).    

2.3. Dosage de la concentration en flavonoïde (Lee et al., 2009)

Le protocole de dosage de flavonoïde consiste à mélanger 1 mL d’échantillon avec 10 

mL de diethylene glycol et 1 mL d’une solution NaOH (1N). Après 30 minutes d’incubation à 

température ambiante, une lecture de la densité optique à 420 nm est effectuée. La rutine est 

utilisée comme standard pour préparer une gamme étalon dans la marge de concentration 0 -

250 mg L-1 (Y = 0,0031X; X: concentration en rutine (mg L-1); Y: Densité optique à 420 nm ; 

R2 = 0,9991).       

2.4. Evaluation du pouvoir antioxydant par mesure de la capacité du piégeage des 

radicaux libres ABTS
•+ (Re et al., 1999)

Plusieurs techniques peuvent être utilisées afin de mesurer le pouvoir antioxydant des 

extraits et molécules. L’évaluation du pouvoir antioxydant peut se faire par la mesure du pouvoir 

des échantillons à piéger des radicaux libres. Les plus pratiques pour leur simplicité, rapidité, 

sensibilité et reproductibilité restent celles basées sur la décoloration de solutions d’un 

chromogène radicalaire (ABTS•+ ou DPPH•). La présence d’un composé antioxydant provoque 

une rupture de la réaction en chaîne de formation de ces radicaux et donc à une décoloration de la 

solution du radical.

Dans cette thèse, le pouvoir de l’agent antioxydant à piéger des radicaux libres, sous leurs 

différentes formes, est déterminé par la méthode basée sur la décoloration d’une solution de 

couleur bleuâtre des cations ABTS•+. La diminution de la coloration bleuâtre est inversement 

proportionnelle au pouvoir antioxydant de l´agent antioxydant. Le produit original, ABTS 

[2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) diammonium salt] va générer des 

cations ABTS•+ qui sont des radicaux libres. 

Une solution mère (A) d’ABTS•+ (7 mM ABTS et 2,45 mM potassium persulfate dans 

l’eau distillée) a été préparée. La solution (A) est solubilisée pendant 5 min à température 
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ambiante puis incubée pendant une nuit à T° ambiante à l’abri de la lumière. La solution mère 

(A) est diluée avec l’éthanol jusqu’à obtenir une DO734 = 0,700 +/- 0,02. Le blanc étant 

l’éthanol. La solution diluée est la solution du dosage (B) de couleur bleu. Un volume de 1 

mL de la solution (B) est mis dans une cuve pour lire la DO734 initiale (DOi). Ensuite, un 

volume de 10 �l de l’échantillon est ajouté dans la cuve et le mélange est homogénéisé. Après 

6 min d’incubation à T° ambiante, une lecture de la DO734 finale (DOf) est réalisée.   

Le pourcentage d’inhibition PI est calculé selon la formule suivante : 

PI (%) = 
i

fi

DO

DODO 100)( ×−
                    (Eq. 6) 

Avec :  I : Le pourcentage d’inhibition (%).  

            DOi : Densité optique à 734 nm de la solution (B) au temps t0. 

DOf : Densité optique à 734 nm de la solution (B) au temps t=6min en présence de  

l’échantillon. 

Le Trolox est utilisé comme standard pour préparer une gamme étalon dans la marge de 

concentration 125 - 312.5 mg L-1 (Y = 43.21 X; Y: pourcentage d’inhibition; X: concentration 

en Trolox (mM); R2 = 0.9961). La capacité d’un extrait ou d’une molécule à piéger les 

radicaux libres ABTS•+ est exprimée en TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). 

Des dilutions des échantillons sont effectuées de telle manière à obtenir des PI (%) entre 20% 

et 80%. Le calcul de la TEAC est effectué selon la formule suivante :     

TEAC (mM) =  
21.43

* dilutionPI
                      (Eq. 7)       

TEAC (mg L-1) = MM * TEAC (mM)         (Eq. 8)         

Avec: MM la masse moléculaire de Trolox (MM= 250 g mol-1).

2.5. Détermination de la matière sèche  

La matière sèche est déterminée par déshydratation d’une masse d’échantillon à 105°C 

pendant 24 heures.  

MS  (%) =  100
0

×
m

m f                       (Eq. 9) 

Avec : MS : matière sèche (en %) ; 

            m0  : masse de l’échantillon (en mg) ; 

            mf : masse de l’échantillon après déshydratation à 105°C pendant 24 heures (en mg). 

2.6. Mesure du pH (ou potentiel d’hydrogène)

La mesure du pH d’un échantillon solide est effectuée sur une suspension de 

l’échantillon (10 g) dans l’eau distillée (100 mL).    
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2.7. Evaluation de la capacité de rétention en eau 

La mesure de la capacité de rétention en eau permet d’évaluer l’aptitude de la viande à 

retenir l’eau présente dans le tissu musculaire. Elle peut être évaluée soit par la mesure des 

pertes en eau par écoulement spontané (perte à la conservation), à la décongélation et à la 

cuisson soit par la mesure d’un rendement de transformation de la viande (rendement 

Napole).

2.7.1. Mesure d’exsudation (Perte à la conservation) (Molette, 2004)

L’exsudat est défini comme le liquide qui est libéré par écoulement spontanée durant 

la conservation de la viande hachée crue. La mesure de l’exsudation renseigne de façon 

indirecte sur le pouvoir de rétention en eau des échantillons.   

La mesure d’exsudation s’effectue par le suivi de la masse d’échantillons de viandes hachées 

crues placées sous forme de boule de 5g dans des barquettes contenant un papier absorbant 

filmé (perméable à l’oxygène) et conservées à 4°C pendant 12 jours. La formule utilisée pour 

le calcul de la perte à la conservation est la suivante :  

Perte (%) =  1000 ×
−

t

t

m

mm
                       (Eq. 10) 

Avec : Perte : la perte en eau et composés hydrosolubles durant la conservation à 4°C (%) ; 

            m0 : masse de l’échantillon au temps t0 de la conservation (mg) ;  

            mt : masse de l’échantillon au temps t (3, 6, 9 ou 12 jours) de la conservation (mg).  

Les échantillons de viande hachée crue initialement pesés et qui sont obtenues après 12j à 4°C  

à l’issu de  la mesure d’exsudation  sont  introduits dans l’étuve 105°C. Après 24h, on pèse les 

échantillons. Le pourcentage de WHC (Water Holding Capacity (%): La capacité de rétention 

en eau) est calculé à travers la formule suivante (Lianji et Chen, 1989) :                            

1001(%) ×
−

−=
M

AB
WHC                      (Eq. 11)  

Avec: WHC: Water Holding Capacity (%): La capacité de rétention en eau.    

           A : masse de l’échantillon après incubation à 105°C (g) ; 

           B : masse de l’échantillon avant incubation à 105°C (g) ; 

           M : quantité d’eau  dans l’échantillon (g).  

2.7.2. Mesure des pertes à la cuisson (Honikel, 1998)

Une masse de 10g d’échantillons de viande hachée crue est placé dans un bain marie 

thermostaté à 80°C pendant 15min. Après cuisson, les échantillons sont essuyés à l’aide de 

papier absorbant puis pesés. Pour évaluer la perte à la cuisson,  la formule suivante a été 

utilisée :  
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100(%) ×
−

=
B

AB
Perte                           (Eq. 12)

Avec:  Perte: la perte à la cuisson (%) ;  

           A : masse de l’échantillon après cuisson (g) ;  

           B : masse de l’échantillon avant cuisson (g).  

2.7.3. Mesure des pertes à la décongélation (Molette, 2004) 

Les pertes à la décongélation  des échantillons de viande hachée crue sont déterminées 

par pesée avant congélation et après décongélation. La congélation des viandes hachées a duré 

deux semaines. Les échantillons sont placés à +4°C la nuit précèdant la mesure. La formule 

utilisée pour évaluer la perte à la décongélation est la suivante :    

100(%) ×
−

=
B

AB
Perte                          (Eq. 13)

Avec:  Perte: la perte à la décongélation (%) ;  

           A : masse de l’échantillon après décongélation (g) ;  

           B : masse de l’échantillon avant congélation (g).  

2.7.4. Rendement Technologique du NAPOLE (Naveau et al., 1985)

Le rendement technologique NAPOLE (RTN) consiste à évaluer le rendement de la 

transformation de la viande à partir d’une faible quantité de matière première. L’aptitude à la 

transformation de la viande est évaluée par un rendement du saumurage – cuisson, appelé le 

rendement Napole. Le rendement du saumurage-cuisson est similaire aux produits obtenus 

lors de la transformation des produits carnés. 

Pour estimer le RTN, 100 g de viande bovine hachée sont mélangés avec 20 g de saumure 

(136 g de sel nitrité /L). Après 24 h du saumurage à 4°C, la préparation est cuite pendant 15 

min dans de l’eau bouillante et égouttée pendant 2h 30.  

La formule utilisée pour estimer le RTN est la suivante :    

100(%) ×=
B

A
RTN                                   (Eq. 14) 

Avec:  RTN: Le rendement technologique NAPOLE (%) ;  

           A : masse de l’échantillon après traitement (g) ;  

           B : masse de l’échantillon avant traitement (g).  

2.8. Mesure de l’oxydation de l’oxymyoglobine  (Ulu, 2004)  

Cet essai  consiste  à évaluer l’oxydation de l’oxymyoglobine. Ce dernier est 

responsable de la coloration rouge vif de la viande fraiche. Son oxydation, donnant la 

métmyoglobine, explique la coloration brune des viandes conservées. 
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Une masse de 5 g du chaque échantillon de viande bovine hachée crue ou cuite est 

homogeneisée dans 25 mL du tampon phosphate (40 mM, pH 6,8). Après 1h d’incubation à 

4°C, le mélange est centrifugé à 4500 rpm pendant 30min. Le surnageant est  recuperé pour 

mesuer les absorbances aux longueurs d’onde : 572 nm , 565 nm, 545 nm et 525 nm. 

Le pourcentage de métmyoglobine est determiné par la formule suivante (Bekhit et al., 2003):  

{ } 100098.1)8.0()777.0()51.2((%)
525

545

525

565

525

572 ×+×+×+×−=
DO

DO

DO

DO

DO

DO
MeMb       (Eq. 15) 

Avec: MetMb : pourcentage de Métmyoglobine (%).  

           DOx : densité optique à la longueur d’onde x.

2.9. Mesure de l’oxydation des lipides  (Buege et Aust, 1978) 

L’oxydation lipidique des différents échantillons de viande hachée a été évaluée par la 

mesure des substances réactives à l’acide thiobarbiturique (TBARS). Les valeurs de TBARS 

ont été exprimées en milligramme de malodialdéhyde produit par kilogramme de 

l’échantillon. 

 Une masse 1g de viande hachée bovine crue ou cuite est mélangée avec 3 ml de la solution A 

(0,375%  d’acide thiobarbiturique, 15% acide trichloracétique et 0,25 N de HCl). Le mélange 

est chauffé pendant 10 min à 100°C, une coloration  rose est obtenue. Ensuite, le mélange est 

centrifugé à 4300 rpm pendant 10 min. Le dosage des substances réactives à l’acide 

thiobarbituriques (TBARS) se fait à travers la lecture de l’absorbance du surnageant à 532 

nm. La valeur TBARS est calculée par la formule suivante sachant que le coefficient 

d’extinction est égal à 156.000 M-1 cm-1 (Sinhuber et Yu, 1958). 

)/( KgmgTBARS =
Kg

g

mole

gMDA

gmeat

L

M

L

mol

Mchromagen
DO

100007,72

0,1

0003,0
1

156000

1
532 ××××× (Eq.16) 

Avec :  TBARS : Substances thiobarbituriques (mg de malodialdéhyde/kg de viande); 

             DO532 : Densité optique à la longueur d’onde 532 nm ;              

             MDA :  Malodialdehyde 

3. Evaluation du l’effet de l’incorporation d’extrait ou poudre des feuilles d’olivier sur 

les paramètres physicochimiques des viandes bovines hachées  

Des portions de viandes bovines hachées, fraichement préparées, ont été 

supplémentées par des doses d’extraits (2 lots) ou poudre (2 lots) des feuilles d’olivier (100 et 

150 µg de phénol par g de viande). Des quantités des viandes, ainsi préparée, ont subit un 

traitement de cuisson à 100°C pendant 15 min. Les échantillons préparés crus et cuits ont été 

conservé à 4°C. Des prélèvements ont été effectués après 0, 3, 6, 9 et 12 jours pour des 
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analyses physicochimiques. Des suivis du pH, de l’oxydation de l’oxymyoglobine et des 

lipides ont été effectués pour les viandes cuites. Il s’y ajoute le suivi de la perte à la 

conservation réalisée pour les viandes crues.  

L’effet de l’incorporation d’extrait ou poudre des feuilles d’olivier aux viandes bovines 

hachées a été aussi évalué sur la capacité de rétention d’eau (WHC), sur la perte à la cuisson, 

sur la perte à la décongélation et sur le rendement technologique de NAPOLE.  

4. Méthodes analytiques 

4.1. Spectrométrie UV-Visible  

La spectrométrie UV-Visible a été utilisée pour la lecture des densités optiques des 

échantillons à des longueurs d’onde dans la région de l’UV-Visible.  

4.2. Chromatographie liquide à haute performance (HPLC) (Vinha et al., 2007)                                       

La technique analytique de HPLC a été utilisée pour l’analyse qualitative et 

quantitative des monomères phénoliques des feuilles d’olivier.  

La plateforme HPLC (1200 Series Agilent technologies) est composée de: 

� un dégazeur,  

� une pompe quaternaire, 

� un échantillonneur liquide automatique ou « passeur », 

� un détecteur à barrette de diodes (DAD), 

� La colonne utilisée était une Atlantis dC18 (5µm, 4,6 x 250 mm) Waters gardée à une 

température constante (température ambiante de 23°C). 

La plateforme est pilotée par le logiciel ChemStation Agilent technologies et les données sont 

traitées par le même logiciel. 

L’élution a été réalisée à température ambiante de 23°C en mode gradient grâce à un mélange 

de solvants binaire composé d’eau, acidifiée par 5% d’acide formique (solvant A), et de 

méthanol à 100 % (solvant B). Le gradient utilisé est présenté dans le Tableau 22. Le temps 

total d’analyse d’un échantillon est de 50 min. La colonne a été rééquilibrée pendant 4 min 

entre chaque analyse. Le flux de la phase mobile est de 0,9 ml min-1 et le volume d’injection 

de chaque échantillon était de 10 µl. Les monomères phénoliques ont été détectés à 280 nm. 

Les pics des composés phénoliques ont été identifiés par comparaison de leur temps de 

rétention à ceux des standards et en vérifiant leur spectre caractéristique. Le dosage des 

composés phénoliques a été réalisé par calibration linéaire externe avec des solutions étalons 

des standards correspondants.  
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              Tableau 22. Gradient de la phase mobile de la HPLC  

Temps (min) % Solvant A % Solvant B Flux (ml.min-1)
0 95 5 0,9 
3 85 15 0,9 

13 75 25 0,9 
25 65 35 0,9 
35 55 45 0,9 
40 50 50 0,9 
45 0 100 0,9 
46 95 5 0,9 

4.3. La Spectroscopie Infra-rouge moyen

4.3.1. La description  de l’appareil 

L’appareil utilisé est un spectromètre à transformé de fourrier AVATAR 370 FT-IR de 

la société Thermo Nicolet (Fig. 18). Il est équipé d’une source moyen infrarouge Ever-Glo. 

La gamme spectrale théorique de l’appareil s’étend de 9600 à 50 cm-1, et la gamme de travail 

de 7800 à 375 cm-1, avec une résolution pouvant aller jusqu’à 0,9 cm-1 (résolution standard 

pour les appareils MIR). Afin d’améliorer la résolution, un ZFF (zero filling factor) de 2 est 

utilisé par défaut. Le spectromètre est également équipé d’un détecteur constitué de 

deutérotriglycine sulfate (DTGS) et stabilisé en température. La séparatrice de l'interféromètre 

est constituée de lames en bromure de potassium et d'un "film" germanium (fenêtre 

KBr/Germanium). La fonction d’apodisation utilisée par défaut est la fonction Happ-Genzel. 

Le module d’échantillonnage est une cellule de mesure ATR (Fig. 18). L’échantillon est placé 

à la surface du cristal type diamant. Le spectre de référence est réalisé sur l’air, avant chaque 

analyse. L’acquisition des spectres est pilotée par le logiciel OMNIC qui permet entre autre 

l’enregistrement automatique des spectres (Fig. 19).  

Fig. 18. Spectromètre moyen infrarouge à transformé de fourrier (Avatar).  

Enclume Diamant 
de la 

cellule 
ATR 
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Fig. 19. Photo de la fenêtre d’acquisition des spectres MIR par le logiciel OMNIC    

4.3.2. Les conditions d’analyses 

Les échantillons de poudre des feuilles d’olivier déshydratées sont analysés par 

réflexion ATR (diamant) dans une pièce climatisée à 21°C. La poudre est déposée sur 

l’accessoire ATR et on la  presse grâce à l’enclume (Fig. 18). Les conditions d’acquisition des 

spectres sont les suivantes : acquisition en réflexion totale atténuée, gamme spectrale de 4000 

cm-1 à 750 cm-1, résolution de 4 cm-1, 100 accumulations de scans. Entre chaque échantillon, 

les surfaces de l’ATR et de l’enclume sont nettoyées à l’éthanol, puis séchées. Ensuite, un 

spectre de référence, réalisé sur l’air, est enregistré afin de vérifier la propreté de l’ATR. 

L’analyse d’un échantillon dure environ 2 à 3 min. Chaque échantillon est analysé en 

triplicata.   

4.3.3. Traitement chimiométrique des spectres   

L’analyse chimiométrique des spectres est réalisée avec le logiciel « The Unscrambler 

version 9.6 » développé par CAMO (Computer Aided Modelling, Trondheim, Norway).  

Les méthodes chimiométriques appliquées sur les spectres MIR dans cette thèse sont :  

� La moyenne effectuée sur un triplicata de spectre d’un même échantillon.  

� La variante normale standard (SNV : standard normal variate): c’est une méthode de 

prétraitement des spectres. Il permet l’amélioration du signal en réduisant le bruit, en 

éliminant l’effet de déformation de ligne de base ou en éliminant la variation incontrôlée 

d’intensité générale. En faite, les données spectrales brutes, telles qu’elles sont acquises par 

un spectromètre, n’ont pas la forme la plus adaptée aux traitements d’une méthode statistique. 

Elles peuvent être entachées de défauts liés à la présence d’un bruit aléatoire ou à des 

déformations de la ligne de base. Il est souvent utile d’appliquer un prétraitement aux données 

avant leur exploitation. 
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� L'analyse en composantes principales (ACP): cette méthode vise à structurer et 

simplifier les données issues de plusieurs variables, sans privilégier l'une d'entre elles en 

particulier. Elle apporte des informations sur les variations du système sans aucune 

connaissance a priori. En spectroscopie, l’ACP permet de déterminer les caractéristiques 

principales des spectres, de les comparer entre eux et de mettre en évidence des liens entre les 

variables descriptives (les absorbances aux différentes longueurs d’onde). Dans cette thèse, 

l’ACP a été utilisé pour structurer les spectres des échantillons des feuilles d’olivier selon leur 

origine variétale.  

� La régression des moindres carrés partiels (PLS, Partial least Square) : c’est une 

méthode de prédiction d’un paramètre inconnu par analyse du spectre IR. Dans cette thèse, La 

PLS a été utilisée pour la prédiction quantitative de la concentration de l’oleuropéine dans les 

feuilles d’olivier. 

�  La méthode discriminante des moindres carrés partiels (PLS-DA, Partial least Square-

Discriminant analysis) : c’est une méthode de classification. Elle a été utilisée, au cours de 

cette thèse, pour tester la possibilité de la reconnaissance variétale par analyse spectrale des 

feuilles d’olivier.     

Les méthodes PLS et PLS-DA ont été utilisées pour la construction de modèles de 

prédiction. Les étapes de construction et de validation seront expliquées dans la section 

résultats et discussion (article 1 et 2). Les critères de validation sont rapportés dans la section 

étude bibliographique.  

4.4. Chromatographie par filtration sur gel Sephadex G50

Une chromatographie par filtration sur gel Sephadex G50 a été utilisée pour analyser 

la distribution des composés phénoliques des feuilles d’olivier selon leurs masses 

moléculaires. La phase mobile est une solution de NaNO3 0,05 M contenant 0,02% sodium 

azide. A fin de préparer l’échantillon à analyser, une masse de 2 g de poudre de feuilles 

d’olivier est mélangée avec 20 mL d’eau distillé. Après 5 min d’agitation, le mélange est 

centrifugé pendant 15 minutes à 3500 rpm. Le surnageant est récupéré puis filtré par filtre 0,2 

�m avant d’être injecté dans la colonne. Un volume de 3 ml du surnagent est injecté dans la 

colonne de gel Sephadex G50 préalablement équilibré avec de NaNO3 0,05 M contenant 

0,02% sodium azide. La vitesse d’élution est 0,6 mL min-1. La phase mobile est collectée dans 

des tubes en verres à raison de 3 mL par tube. Enfin, la densité optique a été mesurée à 280 

nm. La colonne de Sephadex est calibrée avec l’acide syringique (MM=198Da), lysozyme 

(MM=15kDa) et le bleu dextran (MM=200kDa). 
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5. Méthodes microbiologiques 

5.1. Dénombrement des germes microbiens 

Le dénombrement des germes microbiens a été réalisé par la méthode des dilutions 

décimales. Des dilutions successives de l’échantillon solide ou liquide ont été réalisées dans 

l’eau peptonée stérile (1% peptone + 0.5 % chlorure de sodium). L’ensemencement et 

l’incubation sont réalisés dans le milieu de culture et les conditions adéquats pour les germes 

étudiés (Tableau 23). La composition des milieux de culture utilisés est présentée dans 

l’annexe 1.  Le nombre des germes microbiens exprimé en UFC/ml (pour échantillon liquide) 

ou UFC/g (pour échantillon solide) est déterminé selon la formule:  

dnnn

C
N

×++
=

�
)01,01,0( 321

              (Eq. 17) 

Avec :   N : nombre des germes 

             �C : La somme des colonies comptées dans toutes les boites de pétries retenues. 

              n1 : nombre de boites retenues à la première dilution.

              n2 : nombre de boites retenues à la deuxième dilution.

              n3 : nombre de boites retenues à la troisième dilution. 

   d  : facteur de dilution correspondant à la première dilution retenue. 

Tableau 23. Milieux de culture et conditions d’incubation des germes analysés. 

Germe Bouillon de culture Milieu de culture 
gélosé 

Température 
d’incubation

Temps 
d’incubation

Bactéries 
lactiques

Non Effectuée gélose Man, Rogosa  
et Sharpe (MRS)

37 °C 24-48 h

Lb. plantarum, 

Lb. rhamnozus  

Man, Rogosa et 
Sharpe (MRS) liquide 

gélose Man, Rogosa  
et Sharpe (MRS)

37 °C 24-48 h

Levures et 
moisissures

Sabouraud au 
Chloramphénicol 
liquide 

Sabouraud au 
Chloramphénicol 
Agar.

30°C 3 jours

Microflore 
Aérobie 
Mésophile Totale

Non Effectuée gélose Plate Count 
Agar (PCA)

30°C 3 jours

Listeria 

monocytogène 

Bouillon nutritif  Palkam 37°C 24h 

Bacillus cereus Bouillon nutritif  Gélose nutritif 37°C 24h 
Salmonella 

enterica sérovar 

zanzibar  

Bouillon sélénite 
cystéine 

Le milieu SS agar  37°C 24h 

Pseudomonas 

aerginosa 

Bouillon nutritif Le milieu 
Pseudomonas agar 

37°C 24h 

Coliformes 
totaux 

Non Effectuée Tryptose Lauryl 
Sulfate 

30°C 24h 
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5.2. Evaluation de la radiorésistance des flores microbiennes des feuilles d’olivier 

Des échantillons de feuilles d’olivier ont subit des traitements d’irradiation au 

rayonnement gamma à des doses de 0, 5, 10, 15, 20 et 25 kGy. Après irradiation, les flores 

microbiennes survivantes (flore aérobie mésophile totale, bactéries lactiques, levures et 

champignons) ont été dénombrées.         

Le pourcentage de la fraction survivante a été calculé selon l’équation suivante :  

Fraction survivante (%)  100
0

×=
N

N
             (Eq. 18) 

Avec: N0 : le nombre de colonie dans l’échantillon témoin non irradié.  

           N : le nombre de colonie dans l’échantillon irradié. 

La dose de réduction décimale D10 a été aussi déterminée pour évaluer la radiorésistance des 

flores microbiennes des feuilles d’olivier. La valeur de D10 est définie comme la dose 

nécessaire pour produire une réduction de 90 % des cellules viables, autrement dit une 

inactivation d’un cycle logarithmique (1 log10) de la population initiale. La valeur de D10 est 

déterminée par le calcul de la valeur négative de l’inverse de la pente de la courbe de survie 

(log N = f (dose). La courbe de survie a une régression linéaire de type y = a x + b.  

Avec : y :  log10 (N) après irradiation ;  

           N : le nombre de colonie dans l’échantillon irradié (UFC/g); 

           x : la dose d’irradiation (kGry) ; 

           a : la pente                             a  
10

1

D

−
=        

5.3. Evaluation de l’activité antimicrobienne  

L’activité antimicrobienne d’extrait de feuilles d’olivier a été évaluée par la technique 

de dilution en milieu liquide reposant sur le comptage des colonies issues de germes viables.   

Les germes microbiens testés sont : 

� Deux bactéries lactiques : Lactobacillus plantarum et Lactobacillus rhamnozus ; 

� Quatre bactéries pathogènes :  

dont deux sont Gram (+) qui sont Listeria monocytogène et Bacillus cereus  

et deux sont Gram (-) qui sont Salmonella enterica sérovar zanzibar et Pseudomonas 

aeruginosa.

Les différents germes ont été cultivés dans leur bouillants appropriés (Tableau 23) en 

présence de trois doses différentes d’extrait des feuilles d’olivier (50, 250 et 500 µg de phénol 

par mL du milieu de culture) avec un témoin sans extrait. L’inoculum initial est de l’ordre de 
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106 UFC/mL de milieu de culture. Les cultures ont été incubées pendant 24 h à la température 

adéquate aux germes relatifs (Tableau 23). Des prélèvements consécutifs chaque 2 h ont été 

effectués pour le dénombrement des germes viables.

5.4. Inoculation artificielle des viandes hachées  par des bactéries pathogènes 

5.4.1. Préparation des viandes hachées (Hayouni et al., 2008)

Avant d’effectuer l’opération du  broyage, la viande bovine est introduite dans l’eau 

bouillante (100°C) pendant 5min dans le but de minimiser et réduire les germes de surfaces. 

Ensuite, la partie supérieure cuite est éliminée par un couteau stérile dans des conditions 

aseptiques. Enfin, la viande obtenue est broyée à l’aide d’un broyeur MOULINEX. 

5.4.2. Inoculation et suivi des germes pathogènes dans les viandes hachées (Carega et al., 

2003) 

Les mêmes germes pathogènes étudiés précédemment (paragraphe 5.3) sont 

introduites à raison de 108 UFC/g de viandes hachées et en présence d’extrait des feuilles 

d’olivier à différentes doses (50, 250 et 500 µg de phénol/g de viande hachée) avec un témoin 

sans extrait. Les lots des viandes ont été conservés à 4°C. Des prélèvements de 5g de viandes 

hachées ont été réalisés après conservation de 0, 3, 6, 9 et 12 jours pour faire le 

dénombrement des germes pathogènes viables.  

Pour le dénombrement de Salmonella enterica sérovar zanzibar dans les viandes hachées, une 

masse de 5 g de viandes hachées est introduites dans 45 mL d’eau peptonée. Après 

homogénéisation, le mélange est incubé à 35°C pendant 24 h. Ensuite, 1 mL de ce pré-

enrichissement est introduit dans 9 mL de bouillon Sélénite cystéine. L’ensemble est incubé à 

35°C pendant 24 h. Les dilutions décimales sont effectuées à partir de 1mL de 

l’enrichissement obtenu précédemment dans le bouillon sélénite cystéine. Pour les autres 

germes, l’étape de pré-enrichissement n’est pas indispensable. Une masse de 5 g de viandes 

hachées est introduites dans 45 mL d’eau peptonée. Puis des dilutions décimales sont 

effectuées (Food and Drug Administration, 1998). La culture des germes est effectuée dans 

leurs milieux adéquats et selon leurs conditions d’incubations relatives (Tableau 23).    

5.4.3. Etude de la thermorésistance des germes pathogènes dans les viandes hachées 

L’objectif de cette manipulation est l’évaluation du l’effet d’extrait des feuilles 

d’olivier sur la thermorésistante des germes pathogènes inoculés artificiellement dans les 

viandes hachées.   

Des lots de viandes hachées ont été préparées, inoculés avec des germes pathogènes et 

supplémentés par des doses d’extrait des feuilles d’olivier comme décrit précédemment 

(paragraphe 5.4.1 et 5.4.2). Ensuite, des lots de masse 5 g des viandes préparées ont été 
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homogénéisés dans 45 mL d’eau peptonée et ont été soumis à un traitement thermique à 

100°C pendant 15 min. Un dénombrement des germes pathogènes a été effectué avant et 

après traitement thermique.    

6. Conduite de l’irradiation des feuilles d’olivier  

6.1. L’unité d’irradiation 

Les essaies d’irradiation gamma ont été effectués au sein d’une unité de radio- 

traitement semi industrielle (Fig. 20) dans le Centre National des Sciences et Technologies 

Nucléaire (CNSTN) implanté à Sidi Thabet. 

Les rayons gamma ont été émis par une source radioactive de Cobalt 60 (60C). La source 

radioactive est télescopique et constituée de deux cylindres coaxiaux contenant chacun 4 

crayons de cobalt 60 de 45,2 cm de long et sont disposés et encapsulés suivant une symétrie 

axiale. Le stockage de cette source se fait à sec dans un container cylindrique constitué d’acier 

et de plomb dans lequel elle a été transportée. 

                                                     

                        Fig. 20. Cellule d’irradiation contenant la source radioactive de 60C. 

6.2. Essai préliminaire pour la détermination du débit de dose d’irradiation 

Cet essai préliminaire est nécessaire pour déterminer la dose souhaitée et s’assurer de 

l’homogénéité de la répartition de la dose d’irradiation au sein du produit. Les échantillons 

préemballés dans des sachets stomachers ont été placés sur plateaux fixes sans retournement 

et ils ont été soumis au rayonnement d’irradiation à température ambiante. La distribution de 

dose a été mesurée avec dosimètre de type PMMA (PMMA Instruments, Harwell, UK). Les 

dosimètres ont été répartis sur deux positions différentes (maximale et minimale) du chacun 

des échantillons des feuilles d’olivier (des feuilles broyées et feuilles complètes). 

Ce test préliminaire consiste à effectuer un essai de traitement et de calculer les paramètres 

suivant : 

� La dose absorbée minimum (Dmin) exprimé en [Gy.s-1] ;  

� La dose absorbée maximum (Dmax) exprimé en [Gy.s-1] ; 

� L’indice d’hétérogénéité de dose (H) est le quotient de Dmax par Dmin ; 

Plateau
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� Le débit de dose est le quotient de la dose absorbée (kGy) par le temps d’exposition 

(min)    

Au cours de cette thèse, les rayons gamma ont été émis avec un débit de dose de 18,2 

Gray/min pour les feuilles d’olivier complètes et de 15,64 Gy/min pour la poudre de feuilles 

d’olivier avec des rapports d’homogénéité  de 1,17  et 1,2 respectivement. 

6.3. Préparation et traitement des feuilles d’olivier  

Avant le traitement d’irradiation,  les échantillons des feuilles d’olivier séchées ainsi 

que la  poudre des feuilles d’olivier ont été emballées dans des sachets Stomachers, 

respectivement, à raison de 20 g et 50 g chacune, puis fermées hermétiquement à l’aide d’une 

thermocelleuse. Les échantillons ont été placés, à température ambiante, sur des plateaux fixes 

sans retournement pour subir des traitements d’irradiation à des doses de 5, 10, 15, 20 et 25 

kGy avec un témoin non irradié.  Immédiatement après l’irradiation, tous les échantillons ont 

été placés à + 4°C. Des analyses microbiologiques et physicochimiques ont été ensuite 

effectuées sur les échantillons irradiés et non irradiés (les analyses effectuées sont présentées 

dans l’article 4).   

7. Détermination de la Date Limite de Consommation (DLC) par la méthode de 

vieillissement accéléré 

L’objectif de cette manipulation est l’évaluation du l’effet d’extrait des feuilles 

d’olivier sur la DLC des viandes bovines hachées. Des lots de viandes hachées ont été 

supplémentés par des différentes doses d’extrait des feuilles d’olivier (0, 50, 100 et 150 µg de 

phénol/g de viandes).  

La DLC a été déterminée en se basant sur la méthode de vieillissement accéléré. Il s’agit 

d’une méthode rapide qui se base sur la provocation d’une altération poussée du produit en 

ayant recours à des températures élevées. Cette approche est basée sur la loi d’Arrhenius.  

Dans notre cas, les lots de viandes ont été conservés à 4°C, 30°C ou 37°C. Un suivi de 

l’évolution de la flore aérobie mésophile totale (FAMT) et des coliformes totaux (CT) a été 

réalisé pendant 12 jours de conservation. Des prélèvements ont été effectués après 0, 3, 6, 9 et 

12 jours de conservation pour le dénombrement des germes microbiens FAMT et CT.  

7.1. Loi d’Arrhenius 

L’estimation de la vitesse de détérioration d’un produit alimentaire nous mène à 

prédire sa durée de conservation, en particulier, l’étude de l’effet de la température sur les 

réactions de dégradation s’avère nécessaire et peut donner une mesure globale de la cinétique 

de détérioration.  
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La perte de qualité d’un aliment est décrite par l’équation générale d’Arrhenius qui est 

applicable à n’importe quel facteur A : 

                nAk
dt

Ad
r ][

][
×==                                                      (Eq. 19) 

  Avec: r : vitesse de la réaction de dégradation, c’est également la vitesse de formation de A ; 

          A : facteur à suivre : dans notre cas : le Nombre de CT ou FAMT (en UFC /g) ; 

          k : vitesse spécifique de la réaction de détérioration exprimés en (jours-1) ; 

          t : temps de la conservation (en jour) ; 

          n : ordre de la réaction.           

7.2. Résolution de l’équation d’Arrhenius 

Pour trouver l’ordre de la réaction apparente, différentes valeurs de n (0, 1, 2….) sont 

assimilées et des graphiques respectivement de la forme A = f(t), Ln (A) = f(t), 1/A = f (t) 

sont tracés. Puis, le coefficient de corrélation R2 est déterminé pour chaque graphique. 

La valeur de n correspondant au graphique ayant le R2 le plus proche de 1 sera l’ordre de la 

réaction de détérioration.  

Selon l’ordre de la réaction, l’équation d’Arrhenius se présente sous différentes formes : 

• Si réaction d’ordre 0 : Elle est caractérisée par une relation linéaire entre le facteur de 

détérioration et le temps de la réaction. 

   L’équation de la réaction est : tkAA ×=− )( 0 .                                               (Eq. 20) 

• Si réaction d’ordre 1 : Elle est caractérisée par un changement logarithmique de la 

concentration de A avec le temps. 

   L’équation de la réaction est : tk
A

A
Ln ×=)( 0                                                   (Eq. 21) 

• Si réaction d’ordre n : L’équation de la réaction est :   tk
AA nn

×=−
−− 1

0
1

11
    (Eq. 22) 

   A0 étant la valeur initiale du facteur A le jour de la production. 

La valeur de k correspond à la pente de la régression linéaire des différents graphiques.  

7.3. Constante de la vitesse spécifique de détérioration (k) 

Les études de la DLC sont souvent effectuées à des températures élevées dans le but 

d’accélérer les vitesses de dégradation et la multiplication des microorganismes d’altération. 

La relation entre la constante de vitesse spécifique (k) et la température se présente dans 

l’équation suivante :                              
)(

0
TR

Ea

ekk ×
−

×=                                       (Eq. 23) 

Avec :  k : constante de la vitesse spécifique à la température T (jours-1); 
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      k0 : constate indépendante de la température (jours-1); 

      Ea : énergie d’activation (J mole-1) ; 

            R : constante des gaz parfaits (= 8,314 J mole-1K-1) ;  

      T : température absolue (K). 

De l’équation Eq. 23 , l’équation Eq. 24 est déduite: 

)(
1

)()( 0kLn
TR

E
kLn a +×−=                              (Eq. 24) 

Les valeurs de )(
R

Ea  et k0 seront déterminées à partir de l’équation de la droite Ln (k) = 

f )
1

(
T

,  E� exprime la sensibilité de la réaction à la variation de la température.  

Donc, la date limite de consommation est calculée selon l’équation suivante :  

Pour l’ordre n = 0 ; 
)(

0

0 )(

RT

Ea

ek

AA
DLC

−

×

−
=               (Eq. 25) 

Pour l’ordre n = 1 ; 
)(

0

0 )(

RT

Ea

ek

LnALnA
DLC

−

×

−
=         (Eq. 26) 

Avec : DLC : date limite de consommation (en jours); 

           A : seuil limite acceptable de la flore FAMT (3 105) et CT (104) selon la norme  

européenne; 

           A0 : nombre initiale  FAMT et CT;  

           T : température (°K). 

8. Analyse sensorielle 

Les viandes bovines hachées crues et cuites ont fait l’objet d’une analyse sensorielle. 

Les viandes hachées sont cuites sous forme des boulettes de 10 g avec addition de sels. Les 

boulettes sont grillées 3 minutes à chaque surface en absence d’huile. 

Les échantillons analysés sont les suivants: 

� Témoin crue et cuite;  

� Viande hachée crue et cuite avec une dose de 100 µg de phénols dans l’extrait des 

feuilles d’olivier par gramme de viande ; 

�  Viande hachée crue et cuite avec une dose de 150 µg de phénols dans l’extrait des 

feuilles d’olivier par gramme de viande ; 

� Viande hachée crue et cuite avec une dose  de 100 µg de phénols dans la poudre des 

feuilles d’olivier par gramme de viande ; 
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� Viande hachée crue et cuite avec une dose de 150 µg de phénols dans la poudre des 

feuilles d’olivier par gramme de viande. 

40 dégustateurs sont invités à analyser les produits et à compléter les fiches d’évaluation 

sensorielle des viandes hachées crues et cuites (voir annexe 2). Cinq critères ont été évalués : 

apparence globale, couleur, odeur, texture, élasticité, jutosité et goût. Chaque personne doit 

attribuer une note entre 1 (inacceptable) et 9 (très apprécié) à chaque critère étudié.  

9. Analyse statistique  

Les analyses de la variance (ANOVA) ont été réalisées par le logiciel statistique 

STATGRAPHICS. PLus Software version 1.4 for Windows. Toutes les analyses ont été faites 

au moins en duplicata. Les résultats ont été présentés par la moyenne avec son écart-type. Les 

différences ont été considérées significatives à p < 0,05.  

  



Résultats & Discussion 
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          Chapitre 1: Application de la 

spectroscopie moyen infrarouge, combinée 

avec des traitements chimiométriques, pour 

l’analyse qualitative et quantitative des 

feuilles d’olivier 

Les techniques de la spectroscopie infrarouge jouent un rôle prépondérant en chimie 

analytique non seulement au laboratoire mais aussi pour les contrôles en lignes. Il s'agit d'une 

approche rapide et non destructive qui ne nécessite pas ou très peu de préparation de 

l’échantillon. En comparaison avec les analyses chimiques classiques, la spectroscopie 

infrarouge a de faible coût d’analyse et de maintenance et n’utilise pas des solvants ou des 

réactifs. Cette technique analytique a, par conséquent, un très large champ d'application dans 

plusieurs domaines (la chimie, pétrochimie, biologie et principalement l’agroalimentaire). 

Une recherche approfondie dans la littérature révèle qu’aucune étude n’a été faite sur les 

feuilles d’olivier par cette approche novatrice de la spectroscopie moyen infrarouge combinée 

avec des traitements chimiométriques. Dans ce chapitre, nous avons appliqué la spectroscopie 

moyen infrarouge à transformé de Fourrier (FTMIR), associé à des traitements 

chimiométriques, pour l’analyse qualitative et quantitative des feuilles d’olivier.      

La richesse dans le patrimoine oléicole et les besoins économiques (il est connu que 

l’aspect qualitatif  et quantitatif des productions d’huile d’olive et des olives de table dépend 

des variétés) exigent des outils de classification et d’identification des variétés d’olivier. Dans 

ce cadre, nous avons étudié la potentialité de la spectroscopie FTMIR, associé à des 

traitements chimiométriques, à la discrimination et à la reconnaissance variétale des oliviers 

en analysant des feuilles sèches en poudre. Ce matériel végétal présente l’avantage d’être 

persistant toute l’année. Ce travail a été présenté dans l’article n°1.  

Un deuxième travail (Article n°2) a été consacré à l’étude de l’éventualité de 

l’utilisation de la spectroscopie FTMIR, combinée avec des traitements chimiométriques, 

pour le dosage de l’oleuropéine dans les feuilles d’olivier. Il est à noter que les feuilles 

d’olivier représentent une source de l’oleuropéine, composé phénolique d’intérêt et 

majoritairement présent dans cette biomasse végétale.  
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a b s t r a c t

The high biodiversity of olive tree and the economic needs require tools for the correct classification and

identification of the different cultivars. Simple and rapid methods are in increasing demand. In the pres-

ent work, FT-MIR spectroscopy associated to chemometric treatment is proposed as a direct and rapid

tool to discriminate cultivars according to their olive leaves, a persistent tissue the whole year. A set

of 75 samples of olive leaves representative of five Tunisian cultivars (Chemlali, Sayali, Meski, Zarrazi

and Chétoui) cultivated in the same geographical area was analysed. Discrimination between the five

Tunisian cultivars was performed by the chemometric approach, principal component analysis (PCA),

based on the FT-MIR spectral data provided by olive leaves. Furthermore, a correct classification

(100%) of the five Tunisian cultivars was obtained by the Partial Least Square Discriminate Analysis

(PLS-DA) method.

Ó 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

It is well known that qualitative and quantitative aspects of the

production of olive oils and table olives vary, among others, with

the cultivars (Gómez-Rico, Fregapane, & Salvador, 2008; Hannachi

et al., 2008; Pinheiro & Esteves da Silva, 2005). Nowadays, the iden-

tification of the olive cultivar become a topic of great economic rel-

evance since the demand of table olives and olive oils is increasing

and there is a growing commercial interest in high quality prod-

ucts. Furthermore, correct cultivar identification can represent a

useful tool for nursery owners who need to certify and patent their

plant material.

Until recently, olive cultivars are especially discriminated and

classified on the base of morphological and agronomic characteris-

tics (Pinheiro & Esteves da Silva, 2005; Trigui & Msallem, 2002).

Identification based on the analysis of isoenzymes has also been ci-

ted (Trujillo, Rallo, & Arus, 1995). Although these markers provide

useful tools for cultivar identification, their actual limits are the

small number of detected polymorphisms and the influence of envi-

ronment and of olive growing techniques. The recent development

of DNAmolecular markers has led to the emergence of new genetic

markers for identifying olive cultivars. Molecular markers, such as

Simple Sequence Repeat (SSR) (Alba, Montemurro, Sabetta, Pasqu-

alone, & Blanco, 2009; Bracci et al., 2009; Doveri et al., 2008; Hann-

achi et al., 2008), Random Amplified Polymorphic DNA (RADP)

(Zitoun et al., 2008) and Amplified Fragment Length Polymorphism

(AFLP) (Belaj, Rallo, Trujillo, & Baldoni, 2004), are environment-

independent and efficient to identify olive varieties. Recently, a

chemometric approach based on the analytical data has been devel-

oped for discrimination and classificationof olive cultivars. Analyses

were carried out on a particular olive tissue such as leaves (Di Donna

et al., 2010; Japón-Luján, Ruiz-Jimnez, & Luque de Castro, 2006) or

olive fruits (Casale et al., 2010; Dupuy et al., 2010) or on olive oil

(Casale, Sinelli, Oliveri, Di Egidio, & Lanteri, 2010; Dupuy, Galtier,

Ollivier, Vanloot,&Artaud, 2010; Sinelli et al., 2010). Thediscrimina-

tion between varieties of olives trees cultivated in the same geo-

graphical area can be performed by chemotaxonomic markers,

such as secondary metabolites of phenolic structure identified by

high performance liquid chromatography/electrospray ionisation

tandem mass spectroscopy (HPLC–ESI-MS) (Di Donna et al., 2010),

peak areas from a high performance liquid chromatography-diode

array (HPLC–DAD) analysis of biophenols (Japón-Luján et al.,
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2006), oleuropein content determined by high performance liquid

chromatography (HPLC) and high resolution gas chromatography

(HRGC) (Ranalli et al., 2006).

Most of analyses used for discriminating cultivars are time-con-

suming, expensive and involve a considerable amount of manual

work. Very often, complex chemical treatment of the sample and

the use of sophisticated instruments are required.

Recently, Fourier transform infrared (FT-IR) spectroscopy has be-

come an emerging well-accepted analytical technique, due to its

simplicity with advantages in terms of cost per sample. It achieves

high analysis speed and requires little or no sample preparation.

FT-IR spectroscopy has been widely used as an analytical tool in

various laboratories and industrial sectors such as food agricultural

(Galtier et al., 2008; Hennessy, Downey, & O’Donnell, 2009), petro-

chemical (Abbas, Rebufa, Dupuy, Permanyer, & Kister, 2008; Ro-

man & Ravilya, 2008), textile (Durand, Devos, Ruckebusch, &

Huvenne, 2007; Langeron, Doussot, Hewson, & Duchêne, 2007)

and pharmaceutical (Blanco, Cueva-Mestanza, & Peguero, 2010;

Wu, Sun, Zhou, & Leung, 2008).

Up to date, a lot of studies have been published on the utilisa-

tion of Near and Mid FT-IR for authentication, identification or clas-

sification of many agro-foods, notably olive oils (Casale, Sinelli,

et al., 2010; Dupuy, Galtier, olliver, et al., 2010; Galtier et al.,

2008; Sinelli et al., 2010) and table olives (Casale et al., 2010;

Dupuy et al., 2010) by multivariate statistical analysis of spectral

data. Near FT-IR (FT-NIR) has been applied on olive leaves to dis-

criminate between the juvenile and adult leaves (Leon & Downey,

2006) and for prediction of nutritive composition (Fernandez-Ca-

banas, Garrido-Varo, Delgado-Pertinez, & Gomez-Cabrera, 2008).

To our knowledge, no work has been conducted on olive leaves

by application of Mid FT-IR (FT-MIR) spectroscopy in association

with chemometric treatments.

The aim of this study was to develop by FT-MIR spectroscopy

associated to chemometric treatment, a direct and rapid tool to

discriminate five Tunisian cultivars according to their olive leaves.

2. Materials and methods

2.1. Leaf samples

Experiments were carried out on 75 samples of olive leaves

from five Tunisian cultivars (Chemlali (A), Sayali (B), Meski (C),

Zarrazi (D) and Chétoui (E)). Well-expanded leaves, from the cur-

rent season, were collected in 19th October 2009 from 15 olive

trees. All trees were cultivated in the same experimental field

and cultural conditions of the collection of olive trees varieties

(RESGE CFC/COI/03) – Oued Souhil – Nabeul 2004 (Tunisia). For

each of the five cultivars, the samples were obtained from three

different trees (coded (1), (2) and (3)). From each tree, leaves were

harvested from the five orientations of tree (Centre (C), North (N),

South (S), East (E) and West (W)). In all cases, every sample con-

tains about 100 healthy leaves. A morphological characteristic of

five cultivar leaves is presented in Table 1.

All samples were dried on site in a microwave two times for

2 min at maximum power 800W (2450 MHz). Dried leaves were

powdered in a blender IKA Labortechnik A10 and stored at 4 °C

in the dark until use.

2.2. Fourier transform infra-red (FTIR) analysis

2.2.1. Instrumentation

Mid-Infrared spectra of samples were obtained using a Thermo

Nicolet AVATAR 370 FT-IR spectrometer equipped with a deutero-

triglycine sulphate (DTGS) detector, an Ever-Glo Mid-Infrared

source and a KBr/germanium beam splitter. The InfraRed spec-

trometer was situated in an air-conditioned room (21 °C).

2.2.2. Analysis conditions

Dried powdered olive leaf samples were analysed by Mid-Infra-

Red spectroscopy. Around 30–50 mg of powder is sufficient to per-

form Mid-Infrared spectral analysis.

Samples were deposited on attenuated total reflection (ATR)

cell equipped with a diamond crystal prism (monoreflexion).

Mid-Infrared spectra were recorded between 4000 and 700 cmÿ1.

The nominal resolution was 4 cmÿ1, and 100 scans were co-added.

Air was taken as reference for the background spectrum before col-

lection of each sample spectrum. Between each spectrum, the ATR

plate was cleaned in situ by scrubbing with ethanol solution, which

made it possible to dry the ATR. Cleanliness was verified by collect-

ing a background spectrum and comparing it to the previous back-

ground spectrum.

Each sample was scanned with three replicates. The scans of

each sample were examined visually for consistence, and the aver-

age spectrum of each sample was used for further analyses.

2.3. Chemometric treatments of FT-MIR spectra

The FT-MIR data were transformed with standard normal vari-

ant (SNV) to remove slope variation and to correct for scatter ef-

fects. The spectral variation was analysed by principal

component analysis (PCA) on the average of the spectral data for

each sample in order to discriminate olives leaf samples on the ba-

sis of their cultivars. Partial Least Square Discriminate Analysis

(PLS-DA) method was performed with the purpose of olive cultivar

identification.

PLS-DA was carried out using an exclusive binary coding

scheme with one bit per cultivar, providing a quintuplet

{a;b;c;d;e} since the aim of this work was to discriminate be-

tween five cultivar. Each number represents a ‘‘membership value’’

for each cultivar, e.g., a response encoded {0;1;0;0;0} means that

the sample belongs to cultivar B (Sayali). During the calibration

process, the PLS-DA method was trained to compute the five

‘‘membership values’’, one for each cultivar; the sample was then

assigned to the cultivar showing the highest membership value.

The whole spectral collection included 75 spectra, each corre-

sponding to one sample. In order to carry out a validation test,

the data set was divided into two groups: two third of the samples

(50 observations) were used for calibration and one third (25

observations) was used for validation.

The model was built by the block cross validation method dur-

ing the calibration developments. Each block contained 10 sam-

ples. The evaluation of the errors in the calibration was carried

out by computing the standard error of calibration (SEC) after com-

paring the real ‘‘membership value’’ with the computed one for

each cultivar. The formula for the standard error of calibration is:

SEC ¼

ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi

PN
i¼1ðCi ÿ C 0

iÞ
2

N ÿ 1ÿ p

 !

v

u

u

t ð1Þ

Table 1

Morphological characteristics of five cultivar leaves.

Cultivar leaves Length (mm) Width (mm) Form = length/width

Chemlali 52,93 ± 8,84a 10,70 ± 1,76a 5,03 ± 1,06bc

Chétoui 54,97 ± 5,34a 12,37 ± 1,45b 4,49 ± 0,57a

Meski 62,07 ± 6,68b 11,63 ± 1,40b 5,38 ± 0,65c

Sayali 79,60 ± 8,81c 11,87 ± 1,50b 6,79 ± 1,00d

Zarrazi 65,97 ± 10,34b 13,52 ± 1,88c 4,89 ± 0,48b

Results were expressed as mean ± standard deviation.

Values in each column with different letters differs significantly (p-Values < 0.05).
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where Ci is the known value, C0
i is the value calculated by the cali-

bration equation, N is the number of samples and p is the number

of independent variables in the regression optimised by cross-vali-

dation. The standard error of prediction (SEP) gives an estimation of

the prediction performance during the step of validation of the cal-

ibration equation:

SEP ¼

ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi

PM
i¼1ðCi ÿ C0

iÞ
2

M

 !

v

u

u

t ð2Þ

where M is the number of samples in the prediction set. Acceptable

models should have low SEC and SEP, and high Coefficient of

correlation R2 between predicted and reference value.

2.4. Software for FTIR data treatments

FTIR-ATR spectra have been recorded by the instrument software

OMNIC 4.1b (Thermo Nicolet). UNSCRAMBLER software the version

9.6 from CAMO (Computer Aided Modelling, Trondheim, Norway)

has been used for chemometric treatment of FTIR-ATR data spectra.

3. Results and discussion

3.1. Typical FTIR spectra of olive leaves

The Mid-FTIR spectra obtained for all samples of dried pow-

dered olive leaves were similar by visual inspection. Typical

average spectra from each cultivar were presented in Fig 1. All

spectra are characterised by common absorption bands. Many

overlapped bands appear at the spectra region between 700 and

1750 cmÿ1. A large band was observed at 3000–3600 cmÿ1. An in-

tense absorbance was recorded for two bands at 2800–3000 cmÿ1.

Despite the similarity of the general pattern, some differences

in the relative intensities of spectral absorbance were observed

between samples from various cultivars. Direct molecular interpre-

tation of the spectra is very difficult for complex sample matrices

especially for samples such as olive leaves.
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Fig. 1. The typical Mid FTIR-ATR spectra of powdered olive leaf samples recorded for the five different cultivars.
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Fig. 2. Discrimination of five Tunisian cultivars (Chemlali (A), Sayali (B), Meski (C), Zarrazi (D) and Chétoui (E)): Three dimensional plots of powdered olive leaf samples

investigated in principal component analysis using the Mid-Infrared spectra of samples analysed in triplicate (74% of variance explained).
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Because each chemical compound in the olive leaf sample con-

tributes to the absorbance spectrum, the MIR spectrum of olive leaf

sample contains information for the compounds which are present.

Thus, the olive leaf spectrum may be considered to represent its

overall chemical composition and therefore has the potential to

characterise leaves and acts as a fingerprint.

The visual examination of the spectral variations did not permit

to apprehend clearly the difference of chemical structure and

chemical species concentration in olive leaves depending on culti-

var. Chemometric treatments are, often, applied in order to extract

information from the spectral data set.

3.2. Discrimination and classification of olive leaf samples according to

their cultivar

Today, multivariate analysis is an essential chemometric tool to

study data came from many observations made on several

variables. Its aim is to resume information contained in data with

a reduced number of dimensions to characterise as well as possible

the differences or similarities between observations and variables.

Olive leaf samples were powder’s solids in the experiments. Ef-

fect on scatter of MIR light existed when passing powder sample.

Therefore, SNV preprocessing method was applied on all spectra

in order to remove physical spectral information (due to particle

size), so that discrimination and predicted models will be per-

formed based on mainly chemical spectral information.

Then, the spectral data set of olive leaf samples was subjected to

the basic tool for data analysis: principal component analysis

(PCA). PCA is very important especially in the preliminary steps

of a multivariate analysis to perform an exploratory analysis in

order to have an overview of data. It allows describing data set

without a priori knowledge of the data structure.

PCA has been carried out on Mid-FTIR spectra in order to assay

to discriminate olive leaf samples according to their cultivar. It was

performed on the 75 spectra: 15 average spectra recorded in trip-

licate for each one of the five cultivars.

Fig 2 shows the 3D plot of principal component scores. This plot

represents a 74% of total variance in the spectral data. The first

principal component accounts for 62% of the variance. It is clear

that there was information related to the varietal origin in the

MIR spectra of olive leaf samples but there is an overlay between

Chemlali leaves (A) and Chétoui one (E). The examination of the

first loading (Fig. 3a) and the associated scores (Fig 3b) shown

the wavenumbers highly correlated with the species. The Fig 3b

Fig. 3. (a) First loading obtained in principal component analysis. (b) Scores obtained on the first loading.
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shows that the species B and D are positively correlated to the first

loading positive part (1683, 1618, 1319, and 785 cmÿ1) and nega-

tively correlated to the negative part. The species A and C are neg-

atively correlated to the first loading positive part and positively

correlated to the negative part (1737, 1595, 1309 and 775 cmÿ1).

The species E do not present correlation on this loading. The chem-

ical information associated is difficult to interpret because olive

leaves are very complex systems, even if the difference in spectral

data may be attributed to the difference in chemical composition,

with qualitative and quantitative aspects.

Olive tree cultivars have been previously separated according to

their chemical composition, such as DNA (Bracci et al., 2009;

Zitoun et al., 2008), isoenzyme (Trujillo et al., 1995), phenolic com-

pounds (Di Donna et al., 2010; Japón-Luján et al., 2006).

In the same framework, Casale et al. and Dupuy et al. have

investigated IR spectroscopy as a tool for olive cultivars discrimina-

tion by analysing table olive fruits (Casale et al., 2010; Dupuy et al.,

2010) and extra virgin olive oil (Casale et al., 2010; Dupuy, Galtier,

Olliver, et al., 2010; Sinelli et al., 2010).

Therefore, five classification models (Chemlali, Sayali, Meski,

Zarrazi and Chétoui) have been built, using a PLS-DA method as a

chemometric treatment of spectra. The performance of models

was evaluated in term of correlation coefficient (R2), standard error

of calibration (SEC), standard error of prediction (SEP) and bias.

Results of calibration and prediction models were presented in Ta-

ble 2. The five models are acceptable. In fact, they have low SEC

(0.047–0.073), low SEP (0.182–0.216), high R2 (0.96–0.98), low bias

(ÿ0.019–0.083) between predicted and reference spectrum.

Results obtained for all samples used in prediction set of the five

cultivars are presented in Table 3. The predicted cultivars are never

given by 0 or 1 results because the chemical composition in the

samples varies according to the olive leaf cultivars. As a matter

of fact, there is a natural variation of the chemical composition

which can notably be a function of tree age, olive leaf age.

Considering the difficulty to calibrate and predict the cultivar

with binary variables, it was necessary to discriminate the results

between the initial values 0 or 1. We considered that all the values

between negative value and 0.49 conduce to a non recognised sam-

ple and the ones between 0.51 and high positive one to a recogni-

sed sample. With those limits, 100% of the samples from the

Tunisian cultivars were well predicted. The results between 0.45

and 0.55 were suspicious because they were very close to the

threshold 0.5. The 0.45 and 0.55 limits have been chosen because

they express 10% of error in the results. With those limits four sam-

ples have been detected as having suspicious origin that represents

16% of all samples.

100% of the samples from ‘‘Chétoui’’, ‘‘Zarrazi’’ and ‘‘Meski’’ cul-

tivars were well predicted. But, only 80% and 40%, respectively of

Table 2

Determination of calibration and prediction parameters of cultivars by chemometric treatment of MIR spectra.

Cultivars Calibration Prediction

Samples R2 SEC Bias Samples Q2 SEP Bias

Numbers Numbers

Chemlali 50 0.98 0.054 0.000 25 0.88 0.193 0.004

Chétoui 50 0.98 0.047 ÿ0.000 25 0.88 0.193 ÿ0.045

Meski 50 0.97 0.064 ÿ0.001 25 0.89 0.182 ÿ0.010

Sayali 50 0.98 0.053 0.000 25 0.85 0.216 ÿ0.019

Zarrazi 50 0.96 0.073 0.001 25 0.85 0.209 0.083

Spectral rang (cmÿ1): 4000–700; R2: correlation coefficient between calibrated and reference value; SEC: standard error of calibration; Q2: correlation coefficient between

predicted and reference value; SEP: standard error of prediction; bias: difference between an estimator’s expectation and the true value of the parameter being estimated.

Table 3

Prediction of leaf cultivars by chemometric analysis of MIR spectra.

Cultivars Samples Chemlali Chétoui Meski Sayali Zarrazi

Pred. Ref. Pred. Ref. Pred. Ref. Pred. Ref. Pred. Ref.

Chemlali A1N 0.965 1 ÿ0.180 0 ÿ0.047 0 ÿ0.155 0 0.477 0

A2C 0.587 1 0.160 0 ÿ0.074 0 ÿ0.074 0 0.140 0

A2S 0.911 1 ÿ0.133 0 ÿ0.074 0 ÿ0.152 0 0.186 0

A3E 1.047 1 ÿ0.280 0 ÿ0.163 0 0.184 0 0.174 0

A3W 0.981 1 ÿ0.210 0 ÿ0.029 0 0.081 0 0.043 0

Chétoui E1N 0.043 0 0.882 1 0.186 0 ÿ0.099 0 0.124 0

E2C 0.164 0 0.916 1 ÿ0.035 0 ÿ0.042 0 0.032 0

E2S ÿ0.165 0 0.825 1 0.183 0 0.118 0 ÿ0.025 0

E3E 0.228 0 0.780 1 ÿ0.106 0 0.196 0 0.171 0

E3W 0.314 0 0.702 1 0.085 0 0.007 0 ÿ0.052 0

Meski C1N ÿ0.142 0 0.035 0 0.690 1 0.033 0 0.419 0

C2C 0.211 0 ÿ0.122 0 1.078 1 ÿ0.131 0 0.072 0

C2S ÿ0.144 0 0.226 0 0.722 1 0.128 0 0.067 0

C3E 0.111 0 ÿ0.019 0 0.617 1 0.172 0 0.070 0

C3W 0.230 0 ÿ0.409 0 0.798 1 0.032 0 0.256 0

Sayali B1N 0.367 0 ÿ0.293 0 ÿ0.001 0 0.702 1 0.450 0

B2C 0.094 0 ÿ0.069 0 0.071 0 0.608 1 0.464 0

B2S ÿ0.138 0 0.151 0 0.062 0 0.862 1 ÿ0.039 0

B3E 0.064 0 0.272 0 0.061 0 0.984 1 ÿ0.172 0

B3W ÿ0.300 0 0.003 0 0.469 0 1.122 1 ÿ0.141 0

Zarrazi D1N 0.097 0 0.158 0 0.170 0 0.054 0 0.775 1

D2C ÿ0.273 0 0.166 0 0.036 0 ÿ0.037 0 1.011 1

D2S ÿ0.125 0 ÿ0.093 0 ÿ0.103 0 0.072 0 0.995 1

D3E ÿ0.051 0 0.192 0 ÿ0.186 0 0.065 0 0.750 1

D3W ÿ0.189 0 0.200 0 0.023 0 0.107 0 0.836 1

Pred.: predicted; Ref.: reference; 0.000: suspicious results; spectral rang (cmÿ1): 4000–700.
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the samples from ‘‘Chemlali’’ and ‘‘Sayali’’ cultivars were well pre-

dicted. Some samples were not reliable to their cultivars: one sam-

ple for ‘‘Chemlali’’ cultivar (A1N) has some characteristics with

‘‘Zarrazi’’ cultivar; three samples for ‘‘Sayali’’ cultivar (B1N, B2C

and B3W) are identified as ‘‘Sayali’’ cultivar but they have some

characteristics with ‘‘Meski’’ and ‘‘Zarrazi’’ cultivar. As it was

Fig. 4. First regression coefficient obtained for the five determinations of cultivars (Chemlali (A), Sayali (B), Meski (C), Zarrazi (D) and Chétoui (E)).
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possible to classify samples as a function of their origin, it is inter-

esting to understand how this classification was carried out on the

basis of MIR spectra. In the case of PLS regression between spectra

and compounds, it is well known that the first loading (noted ‘‘B’’)

was a good approximation of the pure compound spectrum

(Haaland & Thomas, 1988). Thus, loadings obtained for all the ori-

gins provide an approximation of the original feature of olive

leaves (Fig. 4). The A variety is correlated at 1517 and 812 cmÿ1,

the B one to 2931, 1731 and 1016 cmÿ1, the C one to 1606, 1313

and 777 cmÿ1, the D one is anti correlated to 1623, 1076 and

1012 cmÿ1 and the E one is correlated to 2929, 2856, 1687

and 1514 cmÿ1. Each variety is identified on different spectral

information.

The rapidity of analyses, the availability of leaves all the year and

the feasibility of the technique, amongother, allow the chemometric

treatment of FT-MIR spectra of olive leaves to be a promising ap-

proach for olive tree cultivar discrimination and identification.

4. Conclusion

The discrimination between five Tunisian cultivars of olive trees

cultivated in the same geographical area can be performed by a

chemometric approach based on the FT-MIR spectral data provided

by olive leaves, a persistent tissue the whole year. Furthermore,

MIR spectroscopy presents high potential for cultivar differentia-

tion and prediction by PLS-DA method. Therefore, a simple, rapid

and reliable overall characterisation of olive cultivar may be ob-

tained at a low cost. It might be an application for rapidly classifi-

cation of olive cultivar.

However, this study presents some limitation and furtherwork is

necessary to obtainmore robust classification rules, able to account

in a better way both for the regional and for the time variability. It

should analyse a larger number of samples representative of wide

variability (geographical origin, harvesting period and years).
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a  b  s t r  a  c  t

Oleuropein,  the  major active  compound  in olive  leaf, is  well known  for  its benefits for  human  health.  Oleu­

ropein  is classically  quantified  by  HPLC,  which is time and chemical consuming, laborious and expensive.

The  aim  of  this work was to  examine  the potential  of  mid­infrared  spectroscopy,  as a  rapid tool,  to predict

oleuropein  content in olive  leaf  from  five Tunisian cultivars  (Chemlali,  Chetoui, Meski, Sayali  and Zarrazi)

and one French cultivar  (Bouteillan).  The reference data of  oleuropein  content were  obtained  by  the  HPLC

method.  Hundred five samples  were  analyzed  by  HPLC  and  mid­infrared  spectroscopy. Samples  were ran­

domly  divided  in  a  calibration  set (73  samples)  and in  a validation  set (32 samples).  The  spectral  data sets

were correlated with reference  data of  oleuropein content by  using  partial  least  squares  (PLS)  regression

algorithm.  The results showed that  the PLS  model  gave  satisfactory  model for  quantitative  prediction

of  oleuropein  content in olive  leaf  (relative  error of prediction  =  8.5%).  The  correlation  coefficient  was

0.91  and  0.74  for calibration set  and validation  set, respectively.  It  can be concluded  that  mid­infrared

spectroscopy  constitutes a promising  technique for  rapid quantification of  oleuropein  in  olive  leaf.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Oleuropein (Fig. 1), a secoiridoid compound, is  present in  the
whole Olea europaea L. olive tree and its derivatives (olive oil,  olive
mill wastewater and pomace). It  is the  most abundant biophenol
and the major bioactive compound in olive leaves. Olive leaves,
resulting with huge  amount from  pruning or defoliation of olive
fruits before processing, were showed be useful source for  oleu­
ropein extraction (Savournin et  al., 2001; Bouaziz and Sayadi, 2003;
Jàpon­Lujan et al., 2006).

It has been reported that oleuropein possesses many beneficial
effects on human health, such as antioxidative (Benavente­
Garcia et al., 2000), antimicrobial (Pereira et  al., 2007), antiviral
(Micol et al., 2005),  anti­ischemic (Andreadou et al., 2006), anti­
inflammatory (Visioli et al., 1998) and hypolipidemic (Jemai
et al., 2008) properties. In addition, oleuropein has shown
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cardioprotective (Andreadou et al.,  2006) and neuroprotective
(Omar, 2010) effects. In vitro studies have  demonstrated that oleu­
ropein acts as an antitumor compound (Hamdi and Castellon,
2005),  inhibits platelet­activating factor activity (Andrikopoulos
et al., 2002) and might be a modulator of metabolism. It  improves
lipid metabolism to protect against obesity problems (Polzonetti
et al.,  2004). Furthermore, oleuropein intervenes in  the develop­
mental processes of olive fruits and tree. It also  defends olive tree
against the attack of pathogens and insects (Malik and Bradford,
2006).

The quantification of oleuropein in olive leaves is usually car­
ried out using high performance liquid chromatography (HPLC)
(Savournin et al., 2001; Jàpon­Lujan et  al., 2006; Ranalli et  al.,
2006).  High­resolution gas chromatography (HRGC) has also been
used (Ranalli et al., 2006).  These analytical techniques are time­
consuming, expensive and involve a  considerable amount of
manual work. Very often, complex chemical treatment of the sam­
ple and  the use of sophisticated instruments are required.

Recently, mid­infrared (MIR) spectroscopy has become an
emerging well­accepted analytical technique, due  to  its simplic­
ity  with advantages in terms of  cost per  sample. It achieves
high analysis speed and requires little or no sample preparation.
MIR  spectroscopy has been widely used  as an analytical tool in

0926­6690/$ – see front matter ©  2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Fig. 1. Molecular structure of oleuropein.

various laboratories and industrial sectors such as food agricultural
(Irudayaraj and Tewari, 2003; Käuper and Ferri, 2004; Bureau et al.,
2009), pharmaceutical (Wu et  al., 2008), petrochemical (Galtier
et al., 2011), geochemical (Reeves and Smith, 2009), planetary and
space  science (Kelley and Wooden, 2009). Up to date, a lot  of stud­
ies have been published on  the  utilization of MIR  spectroscopy
for predictive quantification of constituents in many agro­foods,
such as lipid composition in virgin olive oils  (Galtier et al., 2008);
polymethoxylated flavone content in orange oil residues (Manthey,
2006); sugars and organic acids contents in apricot fruit (Bureau
et al., 2009), in  apple juice (Irudayaraj and Tewari, 2003) and in
tomatoes (Beullens et al., 2006); total phenol, total flavonoids, total
anthocyanin and ascorbic acid content in blueberries (Sinelli et  al.,
2008); residual starch from in vitro fermentations (Udén, 2009).
However, to our knowledge, no work with quantitative approach
has been conducted on  olive leaves by  application of MIR  spec­
troscopy.

The aim of this  study  was to develop by  mid­infrared spec­
troscopy associated to chemometric treatment, a direct and rapid
tool to quantitative determination of  oleuropein in olive  leaves.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals

Oleuropein standard was obtained from Extrasynthèse (Geney,
France). Formic acid and methanol of  HPLC grade were purchased
from Sigma–Aldrich.

2.2. Olive leaf samples

Experiments were carried out on 105 samples of  olive leaves
from six cultivars (Chemlali (A), Sayali (B), Meski (C), Zarrazi  (D)
and Chetoui (E) from Tunisia and Bouteillan (AL) from France). All
Tunisian trees were cultivated in the same experimental field and
cultural conditions of the collection of olive trees varieties (RESGE
CFC/COI/03) – Oued  Souhil – Nabeul 2004 (Tunisia). Bouteillan

cultivar trees were cultivated in Saint­Cyr­sur­Mer (France). Sam­
pling from French trees was done in  January 2010 as following:
young leaves (coded A1L) were harvested from the  fruiting zones
on small branches (diameter < 2 mm)  and mature leaves (coded
A2L) were  harvested from large branches (diameter >  4 mm). Young
leaves from Tunisian trees were collected in October 2009. For
each of the 6 cultivars, the  samples were obtained from 3  differ­
ent  trees (coded (1), (2) and (3)). From each Tunisian tree, leaves
were  harvested from the 5 orientations of tree (Centre (C),  North
(N), South (S), East (E) and West (W)). In all cases, every sample
contains about 100 healthy leaves. Tunisian samples were dried  on
site  in a  microwave two  times for 2  min  at maximum power 800  W
(2450 MHz). French samples were lyophilized. Dried leaves were
powdered in a blender IKA  Labortechnik A10 and stored at  4 ◦C in
the dark until use.

2.3. Extraction of  oleuropein from olive  leaves

Powdered samples (1 g) were extracted by 30 mL of
methanol/water (4/1, v/v) for  24 h  under agitation. The  resulted
extracts were centrifuged at 4500 rpm  for 15 min. The supernatants
were recovered and used for HPLC analyses.

2.4. HPLC determination of oleuropein content

HPLC analyses were performed with an  analytical HPLC unit
(Agilent technologies 1200 series), equipped with  a diode array
detector. The stationary phase was  an  Atlantis® Waters dC18 col­
umn  (5 mm particle size;  250 mm;  4.6 mm). The mobile phases were
formic acid (19:1) (A) and methanol (B), starting with 5% B and
installing a  gradient to obtain 15% B at  3  min, 25% B at  13  min, 35%
B at 25 min, 45% B at 35 min, 50% B at 40 min, 100% B at  45 min, 5%
B at 46 min, finally, reequilibration in  4 min  to  initial composition.
The flow rate was 0.9 mL  min−1 with elution at  room tempera­
ture. The injection volume was  10 mL and chromatograms were
recorded at 280 nm.  The data  were processed on  the  ChemStation
Agilent technologies software. Oleuropein in olive leaf extract was
identified by matching the retention time and the UV spectra of a
peak in  the extract chromatogram with the  peak of the oleuropein
standard. Identifications were confirmed by  analyzing a  sample
supplemented by the oleuropein standard.

2.5. Mid­infrared analyses

2.5.1.  Instrumentation

Mid­infrared spectra of samples were obtained using a
Thermo Nicolet AVATAR 370 FT­IR spectrometer equipped with a
deuterotriglycine sulfate (DTGS) detector, an Ever­Glo mid­infrared
source and  a KBr/germanium beam splitter. The  infrared spectrom­
eter was situated in an air­conditioned room (21 ◦C).

2.5.2.  Analysis conditions

Dried  powdered olive  leaf samples (30–50 mg) were analyzed by
mid­infrared spectroscopy. Samples were deposited on attenuated
total reflection (ATR) cell equipped with a diamond crystal prism
(monoreflexion). Mid­infrared spectra were recorded between
4000 cm−1 and 700 cm−1.  The nominal resolution was 4  cm−1,
and 100 scans were co­added. Air was taken as reference for  the
background spectrum before collection of each sample spectrum.
Between each spectrum, the  ATR plate was cleaned in situ by  scrub­
bing with  ethanol solution, which made it possible to dry the ATR.
Cleanliness was  verified by collecting a  background spectrum and
comparing it to the previous background spectrum. Each sample
was scanned with three replicates. The scans of each sample were
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examined visually for consistence, and the average spectrum of
each sample was used for further analyses.

2.6. Chemometric treatments of MIR  spectra

The MIR  data were transformed with standard normal variable
(SNV) and first derivative to remove slope variation and to correct
for scatter effects. The partial least square (PLS) regression method
was used to  develop models for predicting the oleuropein content
in olive leaf. PLS (Fuller and Griffiths, 1978; Haaland and Thomas,
1988) was initially built for quantitative analysis, but now it  is also
used for pattern recognition. This supervised analysis is based on
the relation between spectral intensity and  sample characteristics
(Martens and Naes, 1989). Interference and  overlapping of  the  spec­
tral information may  be overcome using powerful multicomponent
analysis such as PLS regression. The ability of this algorithm is to
mathematically correlate spectral data to  a  property matrix (Dupuy
et al., 2005). Mean centering is applied before modeling. The num­
ber of latent variables selected for the PLS model was  obtained by
cross validation on the calibration set.

The whole spectral collection included 105 spectra, each corre­
sponding to one sample. In order to carry out a  cross­validation test,
the data set was randomly divided into two groups: two third of
the samples (n = 73) were used for calibration and one third (n =  32)
was used for validation. The model was built  by the  cross validation
method during the  calibration developments. The evaluation of the
errors in the calibration was carried out by  computing the standard
error of calibration (SEC) after comparing the  real oleuropein con­
tent with the computed one for each sample.  The formula for the
standard error of calibration is:

SEC =

√

√

√

√

(

∑N

i=1
(Ci − C ′

i
)2

N −  1 − p

)

(1)

where Ci is the known value, C ′
i

is the value calculated by  the
calibration equation, N  is  the number of samples, and p  is  the
number of independent variables in the regression optimized by
cross­validation.

The standard error of prediction (SEP) gives an estimation of
the prediction performance during the step  of validation of  the
calibration equation:

SEP =

√

√

√

√

(

∑M

i=1
(Ci − C ′

i
)2

M

)

(2)

where M is the number of  samples in  the  prediction set.
The root mean square errors of calibration (RMSEC) and  of pre­

diction (RMSEP) were also  calculated. The  two  values were  obtained
using cross validation and they were expressed in  the same units as
the original response values. RMSEC can be interpreted as the aver­
age calibration error and RMSEP can be  interpreted as  the average
prediction error.

Another useful parameter is the relative error  of prediction
(REP), which shows the predictive ability of the model, calculated
from the equation

REP =

SEP

ȳ
× 100 (3)

where ȳ  is the mean of the observed values of crop variables.
Acceptable models should have low SEC, RMSEC, SEP, RMSEP

and REP, and high coefficient of correlation between predicted and
reference value.
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Fig. 2. HPLC chromatogram of an extract of olive leaf  sample. Peak oleuropein

(tR =  33.07 min). Detection was at  280 nm.

2.7. Software for  MIR data treatments

FTIR­ATR spectra have been recorded by the instrument soft­
ware OMNIC 4.1b  (Thermo Nicolet). UNSCRAMBLER software the
version 9.6 from CAMO (Computer Aided Modelling. Trondheim.
Norway) has been used  for chemometric treatment of FTIR­ATR
data spectra.

3. Results and discussion

3.1. Reference data of oleuropein content

The reference data of oleuropein content in olive leaves were
obtained by the  classical technique of HPLC (Savournin et al., 2001;
Bouaziz and Sayadi, 2005; Jàpon­Lujan et al., 2006). The oleuropein
was  eluted  at tR =  33.07 min  (Fig. 2). It was  found to be the major
phenolic compound in olive leaves as reported by many authors
(Benavente­Garcia et  al., 2000; Bouaziz and Sayadi, 2005; Jàpon­
Lujan et  al., 2006).

The calibration curve of  oleuropein standard was linear
(R2 =  1.000) in  the amount range from 4 to 120  mg. The least­square
regression line was: Y =  0.0032X,  where Y is the mass of the oleu­
ropein  standard (mg) and X is  the area of corresponding peak.
The linearity of  the HPLC method was also studied by  injecting
various volumes of an olive leaf extract. The  plotted curve, cor­
relating the  peak area of oleuropein in olive leaf extract versus the
corresponding injected volume, was linear (R2 =  0.9998) in the vol­
ume range from 2 to 20 mL.  The  least­square regression line was:
Y = 1190.1X  − 212.37, where Y  is the area  of  oleuropein peak  and X

is the injected volume (mL).
Values of oleuropein content, expressed in percentage (w/w)

(gram oleuropein per 100 g dry matter of  olive leaves), ranged
between 8.72%  and 17.95% as shown in Table 1. These  data confirm
why olive leaves are a  source of oleuropein (Savournin et al.,  2001;
Bouaziz and Sayadi, 2003; Jàpon­Lujan et al., 2006). The obtained
oleuropein contents were within the range of levels  reported by
Bouaziz and Sayadi (2005). They got 12.4–14.2% on  a dry mass basis,
depending to the harvesting time. Similarly, Savournin et al. (2001)

Table 1

Oleuropein content in both calibration and validation sample sets of olive leaves.

Calibration set

(g/100 g DMa)

Validation set

(g/100 g DM)

Numbers 73 32

Min  8.72 10.92

Max  17.95 17.17

Mean 13.61 13.70

Median 13.31 13.79

Standard deviation 1.90 1.71

a DM,  dry matter.
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Fig.  3.  MIR  spectrum of oleuropein standard (a) and  MIR  spectra of various powdered olive leaf samples (b).

found about 9–14.3% of oleuropein for 14 cultivars. However, val­
ues obtained in our study were higher than reported by Jemai et al.
(2008) who only extracted 4.32  g of  oleuropein per 100 g dry mat­
ter of olive leaves. Also, Jàpon­Lujan et al. (2006)  only extracted up
to 23 mg of oleuropein per 1 g of  dried olive leaves.

The descriptive statistic for the reference data of  oleuropein
content in both calibration and  validation sample sets of olive
leaf samples are shown in Table 1. The ranges and standard devi­
ations for oleuropein content in both calibration and validation
sets indicate high diversity in this parameter. It could be  due
to genetic diversity (6 cultivars), drying process (lyophilization
and microwave) and/or harvesting time (October and January) of
olive leaf samples. According to Table 1, the small  differences in
means (13.61% and  13.70%), median (13.31% and 13.79%), range
(8.72–17.95% and 10.92–17.17%) and standard deviation (1.90%
and 1.71%) between the  calibration and the validation sets indi­
cated that both sets represented the whole variation of all the
olive leaf samples used. Therefore, the distribution of  the sam­
ples is appropriate both in the calibration and in  the prediction
sets.

3.2. Spectral analyses

MIR  spectrum performed for oleuropein was shown in Fig. 3a
and has similarities with the  spectra of  dried  olive leaves. Typi­
cal average spectra from leaves of each cultivar were presented
in Fig. 3b. MIR  analysis was  performed on homogenate samples
obtained by milling a lot of dried olive leaves. The MIR  spec­
tra obtained for  all samples were similar by visual inspection,
indicating that no noticeable qualitative difference was existed
between leaf samples. All spectra are characterized by common
absorption bands. However, the  spectra present some weak dif­
ferences between 1750 and 700 cm−1 in the  relative intensities of
absorbance from various cultivars. A broad band (3700–3000 cm−1)
is due to  OH stretching vibrations (nOH) (oleuropein, cellu­
lose, organic acids, etc.) and the  two  bands (3000–2800 cm−1)
from symmetric and asymmetric CH  stretching vibrations (nCH,
alkyl). The 1800–1500 cm−1 region corresponds to C O  and C C
stretching vibrations (esters, acid, carboxylate, aromatic ring). The
1500–1200 cm−1 range  is very complex with especially CH (dCH,
alkyl), and  OH deformation vibrations as  CO stretching vibrations
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Fig. 4. Prediction of oleuropein content in olive leaves using MIR. Regression line of PLS models of oleuropein content:  calibration set (a), prediction set (b).  Circulated

samples have an error >10%. RMSEC, root  mean square error of calibration; SEC, standard error of  calibration; RMSEP, root mean square error of prediction; SEP, standard

error  of prediction.

(phenols). The intense bands between 1150 and 950 cm−1 cor­
responds mainly to the  endocyclic and exocyclic C–O stretching
vibrations of carbohydrates.

3.3. Calibration and validation

A calibration model (Fig. 4) for predicting oleuropein content
of olive leaves was built  using the PLS method from MIR  spectra.
The calibration (n = 73) set was used for  building model,  while the
validation set (n = 32) was used for  testing the  robustness of the
developed model. The performance of the PLS model was evaluated
in terms of standard error  of calibration (SEC), root mean square
error of calibration (RMSEC), standard error of prediction (SEP), root
mean square error of  prediction (RMSEP), correlation coefficient (R)
and relative error of prediction (REP). Different spectral treatments
were tested (SNV, MSC, second derivative, baseline correction) but
no improved the results. Finally, the  best  model was  obtained using
first derived spectra and SNV correction on 1800–700 cm−1 spectral
range.

Good correlation of calibration was  found between MIR  spectra
and content of oleuropein with a coefficient of correlation around
0.91 (Fig. 4a).  The prediction results were faintly good with  a coeffi­
cient of  correlation around 0.74 (Fig.  4b). Besides, the  SEC  (0.748%),
the RMSEC (0.742%), the SEP (1.141%) and the  RMSEP (1.171%)
for oleuropein content are relatively low. The ability of MIR spec­
troscopy in prediction of  oleuropein content was  confirmed by the
faintly good value of REP. In fact, REP,  the relative error of predic­
tion,  represented about 8.5%.

The error values in  absolute terms in the validation set ranged
from 0.86% to 19.34%. An error of 10% in  absolute term between
the reference and the  predicted values was considered as the limit
of the  significance of the difference. With this limit, five samples
(A2C, E1N, B2C,  D1N, A1L12) in  the validation set were bad pre­
dicted for their oleuropein content. The samples coded A2C and
E1N were bad predicted but their oleuropein contents were high
(respectively 17.13 and  17.17%) which correspond to the high part
of the calibration line. When the five samples (A2C, E1N, B2C, D1N,
A1L12) were not  in  the prediction set, the  SEP is equal to  0.73%  with
a  R2 to  0.88 which is satisfactory.
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The developed PLS model can be considered satisfactory for
rapid predictive oleuropein content in olive leaves.

4. Conclusion

Mid­infrared spectroscopy presents potential for a  rapid quan­
tification of oleuropein in olive leaves. MIR  analysis could be an
alternative to chromatographic analysis. This preliminary attempt
is promising technique. The error of the assay is  acceptable (<10%)
for a rapid assessment of the oleuropein content  of  leaves.
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Chapitre 2: Incorporation des feuilles 

d’olivier dans les viandes bovines 

hachées 

Les propriétés thérapeutiques des feuilles d’olivier sont largement étudiées dans la 

littérature. Les constituants des feuilles d’olivier, notamment les composés phénoliques, 

possèdent plusieurs activités biologiques intéressantes (activité antioxydante, 

antimicrobienne, antiviral…) qui procurent à ce matériel végétal ces vertus bénéfiques pour la 

santé humaine. C’est ainsi que les feuilles d’olivier et leurs dérivées (extraits, gélules, tisane, 

poudre ou feuilles sèches entiers) sont considérées comme des produits nutraceutiques et les 

producteurs en vendent leurs vertus pour la santé humaine.       

L’incorporation des feuilles d’olivier dans un aliment peut se révéler comme une voie 

prometteuse pour la valorisation de ce sous-produit agricole dans le domaine agroalimentaire. 

Une telle application puise sa force dans le fait de développer « un aliment fonctionnel », qui 

représente une image de marque. Outre ce rôle « commercial », les feuilles d’olivier se 

présentent comme un sérieux candidat pour la préservation des produits auxquels elles sont 

ajoutées, due à leurs propriétés techno-fonctionnelles (tel que l’activité antimicrobienne et 

antioxydante). Dans ce contexte, nous nous somme intéressés, dans ce chapitre de la thèse, à 

la proposition des feuilles d’olivier comme additif alimentaire. La viande bovine hachée a été 

utilisé comme modèle alimentaire. Nous avons étudié l’effet de l’incorporation des feuilles 

d’olivier (sous forme de poudre et/ou d’extrait) sur la préservation contre les pathogènes, sur 

la date limite de conservation, sur la stabilité oxydative, sur les critères sensoriels et sur les 

propriétés technologiques des viandes bovine hachées crues et cuites.                  
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1. Préparation de poudre et d’extrait des feuilles d’olivier  

Des feuilles d’olivier, de variété chemlali, ont été déshydratées sous microonde 

pendant 2 min à 800 W. Les feuilles sèches ont été broyées. La poudre obtenue sera utilisée 

dans la suite des travaux, comme additif alimentaire mais aussi pour la préparation d’extrait. 

L’extraction a été réalisée par macération de la poudre des feuilles d’olivier dans le solvant 

méthanol/eau 80% sous agitation pendant 24h. Après séparation des débris par centrifugation 

et après évaporation du solvant par Rota-vapeur, le résidu obtenu représente l’extrait qui sera 

utilisée dans la suite des travaux. Le rendement obtenu d’extraction est en moyen 80%, en 

termes de masse d’extrait par rapport à la masse de poudre des feuilles d’olivier.  

 Une analyse chromatographique, par HPLC, a été effectuée afin d’étudier la 

composition phénolique dans l’extrait des feuilles d’olivier.  

Le chromatogramme HPLC (Fig. 21) montre plusieurs pics correspondants à des composés 

phénoliques. Six composés phénoliques ont été identifiés dans ce présent travail. Les résultats 

quantitatifs des 6 composés identifiés (Tableau 24) montrent que l’oleuropéine est le composé 

majoritaire, avec un pourcentage d’abondance de 64%, parmi les composés phénoliques dans 

l’extrait des feuilles d’olivier. Ce résultat appui ceux des travaux précédant de Benavente-

Garcia et al. (2000) et Altiok et al. (2008).          
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Fig. 21. Chromatogramme HPLC d’un extrait des feuilles d’olivier. Détection à 280 nm. 
Identification des pics : (1) Hydroxytyrosol ; (2) (+)-Catéchine ; (3) Acide caféique ; 
(4) Verbascoside ; (5) Oleuropéine ; (6) Rutine.   
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En plus de l’oleuropéine dans l’extrait des feuilles d’olivier, nous avons identifié d’autres 

composés phénoliques qui appartiennent aux classes suivantes : 

       - Classe des flavonoïdes : (+)-Catéchine, Verbascoside, Rutine.   

       - Classe des acides phénoliques : Acide caféique.  

       - Classe des alcools phénoliques : Hydroxytyrosol.   

Les structures chimiques des 6 composés identifiés sont présentées dans la Fig. 22. 

Tableau 24. Caractéristiques qualitatives et quantitatives des 6 composés phénoliques 
identifiés, par HPLC, dans un extrait des feuilles d’olivier. 
    

Pic n° tR (min) Composé identifié �max  Formule brute Abondance (%) 

1   8,3 Hydroxytyrosol 280 C8H10O3 13,89 

2 11,5 (+)-Catéchine  230 ; 276  C15H14O6   0,45 

3 15,9 Acide Caféique  218; 322  C9H8O4   0,91 

4 26,8 Verbascoside  330  C29H36O15   1,33 

5 33,2 Oleuropéine  280 C25H32O13 64,67 

6 34,7 Rutine  254; 356  C27H30O16    1,80 

Hydroxytyrosol (+)-Catéchine Acide Caféique 

Verbascoside Oleuropéine Rutine 

Fig. 22. Structure chimique des 6 composés phénoliques identifiés dans un extrait des feuilles 
d’olivier.    
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2. Effet du l’extrait des feuilles d’olivier sur la cinétique microbienne 

L’effet du l’extrait des feuilles d’olivier sur la cinétique de croissance microbienne a 

été evalué pour 6 souches bactériennes cultivées dans des milieux synthétiques liquides. Deux 

souches lactiques (Lactobacillus plantarum et Lactobacillus rhamnozus), deux souches 

pathogènes Gram+ (Listeria monocytogène et Bacillus cereus) et deux souches pathogènes 

Gram – (Salmonella enterica sérovar zanzibar et Pseudomonas aeruginosa) ont été testées. 

Les cultures microbiennes ont été effectuées dans des milieux broth supplémentés d’extrait 

des feuilles d’olivier à 3 concentrations différentes (50 µg, 250 µg ou 500 µg de phénol dans 

l’extrait / mL du milieu), avec un témoin sans extrait.  

L’évolution des cellules viables, exprimées en Log UFC/mL, au cours du temps est 

représentée dans la Fig. 23.  

Les résultats dans la Fig. 23 montrent que la cinétique microbienne des 6 souches testées a été 

affectée par la présence de l’extrait des feuilles d’olivier dans les milieux de culture. Une 

augmentation importante de l’UFC au cours de temps est observée en absence de l’extrait. 

Cependant, une inhibition de la croissance a été notée chez les 6 germes étudiés lorsque 

l’extrait est ajouté au milieu de culture. L’effet antimicrobien, observable sur l’allure de la 

croissance microbienne, augmente avec la concentration de l’extrait. D’après la Fig. 23, une 

diminution de l’UFC est notée durant les 2 premières heures d’incubation des 6 souches 

testées lors d’utilisation de l’extrait des feuilles d’olivier à une concentration de 500 µg de 

phénol dans l’extrait/mL du milieu. La diminution de l’UFC n’implique pas une absence de 

croissance mais plutôt une vitesse de croissance très faible par rapport à la vitesse de mortalité 

des cellules par effet bactéricide du l’extrait des feuilles d’olivier. L’effet antimicrobien du 

l’extrait des feuilles d’olivier reporté dans ce travail confirme les travaux précédents de 

Pereira et al. (2007), Sudjana et al. (2009) et Lee and Lee (2010) qui ont utilisé des tests in 

vitro appliqués sur une large gamme de microorganismes. Cependant, des ces travaux 

antérieurs, Lactobacillus rhamnozus et Salmonella enterica zanzibar n’ont pas été testé.  

L’effet antimicrobien des feuilles d’olivier est du à sa composition phénolique, comme il a été 

reporté par Lee and Lee (2010). Ces auteurs ont trouvé aussi qu’un mélange de composés 

phénoliques des feuilles d’olivier possède une activité antimicrobienne plus importante que 

celles des composés phénoliques testés individuellement. Ils démontrent ainsi la présence 

d’effet antimicrobien synergique entre les composés phénoliques des feuilles d’olivier.     
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Fig. 23.  Cinétique de croissance de Lactobacillus rhamnozus (a) et Lactobacillus plantarum

(b) dans MRS broth, de Salmonella enterica zanzibar (c) dans le bouillon sélénite cystéine, de 
Listéria monocytogenes (d), de Bacillus Cereus (e) et de Pseudomonas Aeruginosa (f) dans le 

bouillon nutritif en présence de différentes doses d’extrait des feuilles d’olivier. 
Témoin : sans extrait (  ) ; D1 : Dose 50 µg de phénol dans l’extrait /mL du milieu (  ) ;   

D2 : Dose 250 µg de phénol dans l’extrait / mL du milieu (  );  D3 : Dose 500 µg de phénol dans l’extrait / mL du milieu (  ).   
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Indépendamment de la souche testée et de la dose utilisée, l’UFC augmente au cours 

de temps et son évolution suit l’allure de la cinétique dans les échantillons témoins sans 

extrait. Cependant, les rendements en biomasse et les vitesses de croissance ont été influencés 

par la présence de l’extrait des feuilles d’olivier (Tableau 25).        

Au bout de 24 h d’incubation dans les milieux témoins (en absence d’extrait), la biomasse 

microbienne viable augmente par 6,42 ; 6,53 ; 6,25 ; 7,07 ; 6,05 et 5,63 unités logarithmiques 

pour Lactobacillus rhamnozus ; Lactobacillus plantarum ; Salmonella enterica zanzibar ;

Listeria monocytogène ; Bacillus cereus et Pseudomonas aeruginosa, respectivement. 

Cependant, une inhibition de la croissance s’observe en présence de l’extrait des feuilles 

d’olivier. Cette inhibition se manifeste au niveau de la diminution du rendement de biomasse 

viable. En effet, uniquement une élévation de l’UFC de 4,59 ; 0,68 ; 2,59 ; 4,45 ; 2,50 et 3,44 

unités logarithmiques est obtenue, respectivement, pour Lactobacillus rhamnozus ;

Lactobacillus plantarum ; Salmonella enterica zanzibar ; Listeria monocytogène ; Bacillus 

cereus et Pseudomonas aeruginosa lorsque l’extrait des feuilles d’olivier est ajouté à une dose 

de 500 µg de phénol dans l’extrait/mL du milieu.  

Selon les résultats du rendement de biomasse viable, la souche de Lactobacillus 

plantarum représente la souche la plus sensible à l’extrait des feuilles d’olivier, parmi les 

souches étudiées. En faite, l’UFC augmente de 6,53 ; 4,53 ; 3,15 et uniquement de 0,68 unités 

logarithmiques en présence de l’extrait aux doses respectives 0, 50, 250 et 500 µg de phénol 

dans l’extrait/mL du milieu, après 24 h d’incubation. Les valeurs de la dose de réduction 

décimale D10 (Fig. 24) confirment ce résultat. En faite, la souche de Lactobacillus 

plantarum possède une valeur de D10 de 85 µg de phénol dans l’extrait/mL du milieu. Cette 

valeur est la plus faible par rapport à celles des autres souches. Par la valeur de D10, le 

classement des 6 souches par ordre décroissante de sensibilité à l’extrait des feuilles d’olivier 

sera le suivant : Lactobacillus plantarum (D10 = 85 µg/mL) > Listeria monocytogène (D10 = 

101 µg/mL) > Salmonella enterica zanzibar (D10 = 144 µg/mL) > Bacillus cereus (D10 = 147 

µg/mL) >  Lactobacillus rhamnozus  (D10 = 158 µg/mL) > Pseudomonas aeruginosa (D10 = 

161 µg/mL). Dans ce cadre, Pereira et al. (2007) ont montré que Bacillus cereus (avec IC25 = 

0,63 mg extract/mL) est plus sensible à l’extrait des feuilles d’olivier que Pseudomonas 

aeruginosa (avec IC25 = 3,22 mg extract/mL). Sudjana et al. (2009) ont aussi trouvé que 

Bacillus cereus (avec MIC = 12,5 % v/v) est plus sensible à l’extrait des feuilles d’olivier que 

Pseudomonas aeruginosa (avec MIC = 25-50 % v/v) et Listeria monocytogène (avec MIC = 

25 % v/v). Ces travaux sont en accordance avec nos résultats.  
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L’effet du l’extrait des feuilles d’olivier sur la vitesse maximale de croissance diffère 

selon la souche testée. Une diminution remarquable de �max est observée à partir de la dose 50 

µg de phénol dans l’extrait/mL du milieu, pour Lactobacillus plantarum la souche la plus 

sensible à l’extrait des feuilles d’olivier. Les doses 50 et 250 µg de phénol dans l’extrait/mL 

du milieu n’affectent pas �max de Bacillus cereus et Pseudomonas aeruginosa. L’effet 

réducteur apparait lorsque l’extrait est ajouté à la dose 500 µg de phénol dans l’extrait/mL du 

milieu. Par ailleurs, l’extrait des feuilles d’olivier augmente �max de Salmonella enterica 

zanzibar, indépendamment de la dose ajoutée. Pour cette souche, la vitesse maximale de 

croissance est de 0,44 h-1 pour le témoin, alors qu’elle est de l’ordre de 0,60 h-1 en présence de 

l’extrait.              

Tableau 25. Biomasses produites et vitesses maximales de croissance de 6 souches 
bactériennes en milieux synthétiques liquides supplémentés par d’extrait des feuilles d’olivier 
à différentes concentrations 
   

� Log UFC/mL �max (h
-1) 

Souches bactériennes  Gram 
T D1 D2 D3 T D1 D2 D3 

Lactobacillus rhamnozus + 6,42 6,37 4,92 4,59 0,51 0,50 0,55 0,59

Lactobacillus plantarum + 6,53 4,53 3,15 0,68 0,72 0,58 0,33 0,33

Salmonella enterica zanzibar - 6,25 5,16 3,59 2,59 0,44 0,67 0,60 0,60

Listeria monocytogène + 7,07 6,45 4,55 4,45 1,00 1,11 0,84 0,54

Bacillus cereus + 6,05 5,50 4,50 2,50 0,81 0,84 0,83 0,67

Pseudomonas aeruginosa - 5,63 4,77 3,90 3,44 0,80 0,86 0,80 0,54

� Log UFC = Log UFC (après 24h) - Log UFC (initial) ; �max : vitesse maximale de croissance ; T : Témoin  sans extrait ; D1 : Dose 50 µg de 
phénol dans l’extrait /mL du milieu ; D2 : Dose 250 µg de phénol dans l’extrait / mL du milieu ;  D3 : Dose 500 µg de phénol dans l’extrait / 
mL du milieu.    

Considérant le grand nombre de différents groupes chimiques des composés présents 

dans la l’extrait des feuilles d’olivier, il est  plus probablement que leur activité 

antibactérienne n’est pas attribuée à un seul mécanisme spécifique mais il y a plusieurs cibles 

dans la cellule (Carson et al., 2002).  

L’activité antimicrobienne est justifiée par plusieurs phénomènes et par plusieurs chercheurs. 

Parmi les mécanismes, nous pouvons citer : 

• Dégradation de la paroi cellulaire (Helander et al., 1998);  

• Altération de la membrane cytoplasmique (Sikkema et al., 1994 ; Oosterhaven et al., 

1995 ; Ultee et al., 2002) ;  

• Détérioration des protéines membranaire (Juven et al., 1994 ; Ultee et al., 1999) ;  
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• Fuite du contenus de la cellule (Oosterhaven et al., 1995 ; Helander et al., 1998 ; 

Lambert et al., 2001) ;   

• Coagulation du cytoplasme (Gustafson et al., 1998) ;  

•  Epuisement de la force proton motrice (Ultee et al., 1999). 
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Fig. 24. Courbes de survies de 6 souches bactériennes (Lactobacillus rhamnozus (a), 
Lactobacillus plantarum (b), Salmonella enterica zanzibar (c), Listéria monocytogenes (d), 
Bacillus cereus (e) et Pseudomonas aeruginosa (f)) en fonction de la concentration de 
l’extrait des feuilles d’olivier ; Détermination de la dose de réduction décimale D10.
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3. Effet du l’extrait des feuilles d’olivier sur la survie des pathogènes dans les viandes 

hachées  

L’objectif de cette partie consiste à étudier l’effet antimicrobien du l’extrait des 

feuilles d’olivier dans une matrice alimentaire : la viande bovine hachée. Des viandes bovines 

hachées, innoculées artificiellement par des souches pathogènes (Salmonella enterica 

zanzibar, Listéria monocytogenes, Bacillus cereus ou Pseudomonas aeruginosa) et 

supplémentées d’extrait des feuilles d’olivier ( à raison de 0, 50, 250 et 500 µg de phénol dans 

l’extrait/g de viande), ont été conservé à 4°C pendant 12 jours.  

La Fig. 25 représente l’évolution du nombre des cellules viables des 4 souches 

pathogènes, exprimé en Log UFC/g, au cours de la conservation des viandes bovines hachées 

crues.         
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Fig. 25. Cinétique du survivants de Salmonella enterica zanzibar (a), Listéria monocytogenes 

(b), Bacillus cereus (c) et Pseudomonas aeruginosa (d) dans la viande bovine hachée crue 
supplémentée de différentes doses d’extrait des feuilles d’olivier et conservée à 4°C 

   Témoin : sans extrait (  ) ; D1 : Dose 50 µg de phénol dans l’extrait /g de viande (  ) ; 

 D2 : Dose 250 µg de phénol dans l’extrait /g de viande (  ) ;  D3 : Dose 500 µg de phénol dans l’extrait /g de viande (  ). 
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En absence de l’extrait des feuilles d’olivier, l’UFC augmente au cour de temps. Une 

élévation de l’ordre de 4,6 ; 5 ; 3,2 et 4,3 unités logarithmiques est obtenue, respectivement, 

pour Salmonella enterica zanzibar, Listéria monocytogenes, Bacillus cereus et Pseudomonas 

aeruginosa après 12 jours de conservation des viandes bovines hachées à 4°C. Un effet 

bactéricide du l’extrait des feuilles d’olivier sur les 4 souches pathogènes est remarqué dans la 

Fig. 25. En faite, l’UFC diminue au cours du temps de conservation. Au bout des 12 jours, un 

abaissement de l’ordre de 4,8 ; 3,27 ; 3,94 et 4,71 est noté respectivement, pour Salmonella 

enterica zanzibar, Listéria monocytogenes, Bacillus cereus et Pseudomonas aeruginosa

lorsque l’extrait des feuilles d’olivier est supplémenté à raison de 500 µg de phénol dans 

l’extrait/g de viande. 

Enormemant du travaux scientifiques ont traité l’application d’extrait des plantes et des épices 

pour le control des pathogènes dans les viandes hachées crues. A titre d’exemple, Hayouni et 

al. (2008) ont démontré l’effet antimicrobien des huiles essentielles de Salvia officinalis et 

Schinus molle contre Salmonella anatum et Salmonella enteriditis. Ils ont noté un effet 

bacteriostatique à des doses inférieurs à 0,1%. Un effet bactériocide remarquable à partir de 3 

jours de conservation à 4°C a été observé pour des doses supérieurs à 1%.     

D’après Tableau 26, Bacillus cereus est la souche qui a résisté le plus à une dose de 50 µg de 

phénol dans l’extrait des feuilles d’olivier/g de viande, parmi les 4 pathogènes testés. En faite, 

le temps de réduction décimale (T10) de cette souche est 7,50 jours, alors que ceux de 

Salmonella enterica zanzibar, Listéria monocytogenes et Pseudomonas aeruginosa sont, 

respectivement, 5,36 ; 4,16 ; et 3,00 jours. L’utilisation du l’extrait des feuilles d’olivier à une 

dose de 500 µg de phénol dans l’extrait /g de viande a abaissé le temps de réduction décimale 

des 4 souches pathogènes à environ 2 jours.     

Tableau 26.Temps de réduction décimale T10 (jours) de Salmonella enterica zanzibar, Listéria 

monocytogenes, Bacillus cereus et Pseudomonas aeruginosa  dans la viande bovine hachée 
crue supplémentée de différentes doses d’extrait des feuilles d’olivier et conservée à 4°C 
Souches bactériennes  D1 D2 D3 

Salmonella enterica zanzibar ���� ���� ����

Listeria monocytogène ���� ���� ����

Bacillus cereus 	��
 ���� ����

Pseudomonas aeruginosa ��

 ��	� ����

D1 : Dose 50 µg de phénol dans l’extrait /g de viande ; D2 : Dose 250 µg de phénol dans l’extrait /g de viande ;  D3 : Dose 500 µg de phénol 
dans l’extrait /g de viande,
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Nous remarquons que, pour les mêmes concentrations utilisées, l’effet antimicrobien 

du l’extrait des feuilles d’olivier est plus prononcé dans les viandes bovines hachées que dans 

les milieux synthétiques liquides. Contrairement à ce qui a été observé, Piskernik et al. (2011) 

trouvent que l’effet antimicrobien du l’extrait du romarin contre Campylobacter jejuni est 4 

fois plus important dans le milieu de culture du laboratoire que dans un jus de viande. Burt 

(2004) aussi a reporté que plusieurs extraits de plantes et huiles essentielles sont plus 

efficaces, concernant leur activité antimicrobienne, lorsqu’ils sont testés in vitro que dans une 

matrice alimentaire.    

L’effet du l’extrait des feuilles d’olivier sur la thermorésistance microbienne dans la 

viande bovine hachée a été évalué. Un traitement thermique à 100°C pendant 30 min a été 

effectué pour des viandes bovines hachées inoculées artificiellement par Salmonella enterica 

zanzibar, Listéria monocytogenes, Bacillus cereus ou Pseudomonas aeruginosa, en présence 

du l’extrait des feuilles d’olivier à différentes doses (0, 50, 250 et 500 µg de phénol dans 

l’extrait /g de viande).   

La Fig. 26 représente l’UFC des 4 souches pathogènes avant et après traitement thermique, en 

absence et en présence du l’extrait des feuilles d’olivier.     
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Fig. 26. Effet de différentes doses d’extrait des feuilles d’olivier sur la thermorésistance de 
Salmonella enterica zanzibar (a), Listéria monocytogenes (b), Bacillus cereus (c) et 

Pseudomonas aeruginosa (d) dans la viande bovine hachée 
Log UFC/g sans traitement thermique (  ) ;  Log UFC/g aprés traitement thermique à 100°C pendant 30 min (  ).  

T : Témoin sans extrait ; D1 : Dose 50 µg de phénol dans l’extrait /g de viande ; D2 : Dose 250 µg de phénol dans l’extrait /g de viande ;   
D3 : Dose 500 µg de phénol dans l’extrait /g de viande.
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D’après Fig. 26, le traitement thermique abaisse le nombre des cellules viables, exprimé en 

Log UFC/g. Cette diminution de l’UFC devient plus prononcée lorsque l’extrait des feuilles 

d’olivier est supplémenté à la viande bovine hachée. Ceci s’explique par une diminution de la 

thermorésistance microbienne par effet d’extrait des feuilles d’olivier. Ce résultat s’observe 

pour Listéria monocytogenes, Bacillus cereus et Pseudomonas aeruginosa. Cependant, la 

thermorésistance de Salmonella enterica zanzibar a été faiblement affectée par la présence de 

l’extrait des feuilles d’olivier. Les valeurs de temps de réduction décimale T10 par effet du 

traitement thermique (Tableau 27) montrent que Bacillus cereus est la souche la plus 

thermorésistante et que Salmonella enterica zanzibar est la souche la moins thermorésistante, 

parmi les 4 souches étudiées. Les valeurs de T10, en absence d’extrait des feuilles d’olivier, 

sont 5,6 ; 7,09 ; 11,83 et 7,44 min respectivement pour Salmonella enterica zanzibar, Listéria 

monocytogenes, Bacillus cereus et Pseudomonas aeruginosa. Le temps de réduction décimale 

T10 diminue lorsque la dose du l’extrait des feuilles d’olivier augmente. L’effet le plus 

important du l’extrait sur la thermorésistance microbienne est noté chez Bacillus cereus, dont 

les valeurs de T10 sont 11,83 ; 8,34 ; 7,06 et 5,39 min respectivement pour les doses 0, 50, 250 

et 500 µg de phénol dans l’extrait /g de viande.   

Nos résultats montrent l’effet synergique entre l’extrait des feuilles d’olivier et le 

traitement thermique pour le contrôle des germes pathogènes dans la viande bovine hachée. 

Dans le même cadre, Ogihara et al. (2009) montre l’effet synergique de certains additifs 

alimentaires et du traitement à haute pression hydrostatique pour l’inactivation de Salmonella 

enteritidis. D’après Mahour et al. (2003), l’utilisation du thym, romarin et jus du citron 

comme un traitement de marinade avant l’irradiation présente un effet additif dans la 

réduction de la croissance bactérienne durant le stockage de la viande du poulet fraiche sous 

réfrigération et ce traitement est capable de réduire la dose d’irradiation nécessaire pour 

l’élimination complète de Salmonella.  

Tableau 27. Temps de réduction décimale T10 (min) de Salmonella enterica zanzibar, Listéria 

monocytogenes, Bacillus cereus et Pseudomonas aeruginosa  dans la viande bovine hachée 
supplémentée de différentes doses d’extrait des feuilles d’olivier et soumis à un traitement 
thermique à 100°C pendant 30 min  
Souches bactériennes  T D1 D2 D3 

Salmonella enterica zanzibar 5,60 5,52 5,33 5,27 

Listeria monocytogène 7,09 6,66 5,23 5,07 

Bacillus cereus 11,83 8,34 7,06 5,39 

Pseudomonas aeruginosa 7,44 6,02 4,99 4,24 

T : Témoin sans extrait ; D1 : Dose 50 µg de phénol dans l’extrait /g de viande ; D2 : Dose 250 µg de phénol dans l’extrait /g de viande ;   
D3 : Dose 500 µg de phénol dans l’extrait /g de viande. 
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4. Effet du l’extrait des feuilles d’olivier sur la stabilité microbiologique des viandes 

bovines hachées durant la conservation 

4.1. Suivi microbiologique des viandes bovines hachées au cours de leur conservation 

réfrigérée   

Un suivi microbiologique a été effectué dans l’objectif d’évaluer l’effet du l’extrait des 

feuilles d’olivier, supplémenté à différentes doses (50, 100 et 150 µg de phénol dans l’extrait 

/g de viande), sur la qualité microbiologique des viandes bovines hachées au cours de leur 

conservation à 4°C. Les flores dénombrées sont la flore mésophile aérobie totale (FMAT) et 

la flore des coliformes totaux (CT). Les résultats (Fig. 27) montrent des valeurs d’UFC 

faibles lorsque l’extrait des feuilles d’olivier est incorporé dans les viandes bovines hachées, 

en comparaison par rapport au témoin sans extrait. Ainsi, il est possible de suggérer que 

l’extrait des feuilles d’olivier permet la préservation de la qualité microbiologique des viandes 

bovines hachées crues, matrice alimentaire particulièrement sensible aux altérations 

microbiennes, au cours de leur conservation réfrigérée.      

En accordance avec nos résultats, Hayes et al. (2010) montrent aussi l’effet antimicrobien du 

l’extrait des feuilles d’olivier contre la flore microbienne totale des viandes bovines hachées 

emballées en condition aérobie ou en atmosphère modifié et conservées à 4°C. Par ailleurs, 

Botsoglou et al. (2010) ont prouvé que l’addition d’extrait des feuilles d’olivier à 

l’alimentation des dindes aboutie à une amélioration de la qualité microbiologique des 

viandes issues.      
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Fig. 27. Evolution du nombre de la flore mésophile aérobie totale FMAT (a) et des coliformes 
totaux CT (b), exprimé en log10 UFC/g, dans la viande bovine hachée crue supplémentée de 

différentes doses d’extrait des feuilles d’olivier et conservée à 4°C 
 T : Témoin sans extrait (  ) ; D1 : Dose 50 µg de phénol dans l’extrait /g de viande (  ) ; 

 D2 : Dose 100 µg de phénol dans l’extrait /g de viande (  ) ;  D3 : Dose 150 µg de phénol dans l’extrait /g de viande (  ). 
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4.2. Estimation de la Date Limite de la Conservation (DLC) des viandes bovines hachées 

par la méthode du vieillissement accéléré   

Dans cette partie de la thèse, l’effet de l’incorporation du l’extrait des feuilles 

d’olivier, à 3 doses différentes (50, 100 et 150 µg de phénol dans l’extrait /g de viande), sur la 

DLC des viandes bovines hachées a été évalué.   

La DLC a été estimée en appliquant la méthode du vieillissement accéléré. Les nombres de la 

flore mésophile aérobie totale (FMAT) et des coliformes totaux (CT) ont été utilisé comme 

critère de l’altération de la qualité microbiologique des viandes bovines hachées. La méthode 

du vieillissement accéléré consiste à une provocation d’une altération poussée du produit en 

ayant recours à des températures élevées. Dans notre travail, les échantillons des viandes 

bovines hachées ont été conservés à 4°C, 30°C et 37°C pendant 12 jours.  

Le modèle d’Arrhenius a été appliqué pour décrire la cinétique de la multiplication 

microbienne des FMAT et CT dans les viandes bovines hachées bovines supplémentées ou 

non par d’extrait des feuilles d’olivier.    L’équation générale d’Arrhenius s’écrit :  

                nAk
dt

Ad
r ][

][
×==                       (Eq. 19) 

  Avec: r : vitesse de la réaction de dégradation, c’est également la vitesse de formation de A ; 

          A : facteur à suivre : dans notre cas : le Nombre de CT ou FAMT (en UFC /g) ; 

          k : vitesse spécifique de la réaction de détérioration exprimés en (jours-1) ; 

          t : temps de la conservation (en jour) ; 

          n : ordre de la réaction.           

L’intégration de cette équation donne deux types de fonction selon la valeur de n : 

* Pour n=0, on a tkAA ×=− )( 0 ;                                              (Eq. 20) 

* Pour n=1, on a tk
A

A
Ln ×=)( 0 ;                                               (Eq. 21) 

Avec : A0 représente le nombre initial de CT et FMAT (UFC/g) mesuré au temps initial (t=0) 

de la conservation. 

4.2.1. Détermination de l’ordre et de la vitesse spécifique de la croissance microbienne  

La détermination de l’ordre de la réaction d’altération microbiologique nécessite le 

traçage des représentations linéaires des nombres de FMAT et CT, exprimé en UFC/g et en 

Ln UFC/g, en fonction de la durée de conservation des échantillons des viandes bovines 

hachées (Fig. 28, 29, 30 et 31).    
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Fig. 28. Evolution du nombre de la flore mésophile aérobie totale FMAT, exprimé en 
UFC/g, au cours de la conservation, à 4°C ( ), 30°C ( ) et 37°C ( ), des viandes bovines 

hachées crues supplémentées de différentes doses d’extrait des feuilles d’olivier. 
 T : Témoin sans extrait; D1 : Dose 50 µg de phénol dans l’extrait /g de viande ;  D2 : Dose 100 µg de phénol dans l’extrait /g de viande;  

D3 : Dose 150 µg de phénol dans l’extrait /g de viande. 
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Fig. 29. Evolution du nombre de la flore mésophile aérobie totale FMAT, exprimé en Ln 

UFC/g, au cours de la conservation, à 4°C ( ), 30°C ( ) et 37°C ( ), des viandes bovines 
hachées crues supplémentées de différentes doses d’extrait des feuilles d’olivier.  

 T : Témoin sans extrait; D1 : Dose 50 µg de phénol dans l’extrait /g de viande ;  D2 : Dose 100 µg de phénol dans l’extrait /g de viande;  
D3 : Dose 150 µg de phénol dans l’extrait /g de viande.  
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Fig. 30. Evolution du nombre des coliformes totaux CT, exprimé en UFC/g, au cours de la 
conservation, à 4°C ( ), 30°C ( ) et 37°C ( ), des viandes bovines hachées crues 

supplémentées de différentes doses d’extrait des feuilles d’olivier.  
 T : Témoin sans extrait; D1 : Dose 50 µg de phénol dans l’extrait /g de viande ;  D2 : Dose 100 µg de phénol dans l’extrait /g de viande;  

D3 : Dose 150 µg de phénol dans l’extrait /g de viande. 
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Fig. 31. Evolution du nombre de coliformes totaux CT, exprimé en Ln UFC/g, au cours de 
la conservation, à 4°C ( ), 30°C ( ) et 37°C ( ), des viandes bovines hachées crues 

supplémentées de différentes doses d’extrait des feuilles d’olivier.  
 T : Témoin sans extrait; D1 : Dose 50 µg de phénol dans l’extrait /g de viande ;  D2 : Dose 100 µg de phénol dans l’extrait /g de viande;  

D3 : Dose 150 µg de phénol dans l’extrait /g de viande. 
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La valeur de n correspondant au graphique (UFC = f(t) ou Ln UFC = f(t)) ayant le R2

le plus proche de 1 sera l’ordre de la réaction d’altération microbiologique. D’après les 

équations 20 et 21, la pente de la régression linéaire de l’évolution de l’UFC au cours du 

temps représente la vitesse spécifique de la croissance microbienne (k), indépendamment de 

l’ordre n.   

Les résultats des valeurs de k et R2, pour tous les essais et pour les 2 valeurs de n assimilées, 

sont regroupé dans le Tableau 28 pour le critère FMAT et dans Tableau 29 pour le critère CT. 

Les résultats montrent bien que la cinétique de croissance des deux germes FMAT et CT suit 

l’ordre 1. En faite, les valeurs de R2 sont entre 0,87 et 0,99 pour FMAT et entre 0,94 et 0,99 

pour CT lorsque l’ordre est assimilé à 1. Les régressions linéaires donnent des faibles valeurs 

de R2 lors de l’assimilation de l’ordre à 0. Les valeurs de R2  sont inférieures à 0,85 pour 

FMAT et à 0,72 pour CT. L’équation de l’altération microbiologique des viandes bovines 

hachées, en suivant l’ordre 1, s’écrit :       tkALnALn ×−= )()( 0                (Eq. 27) 

Les valeurs de la vitesse spécifique k sont entre 0,36 et 1,13 jours-1 pour FMAT et entre 0,47 

et 1,47 jours-1  pour CT. Indépendamment de la température, il est observable que la valeur de 

k diminue dans les viandes bovines hachées supplémentées de l’extrait des feuilles d’olivier, 

en comparaison par rapport au témoin sans extrait. Ce résultat montre que l’extrait des feuilles 

d’olivier diminue la vitesse spécifique de la multiplication microbienne de la FMAT et CT 

dans les viandes bovines hachées.    

Tableau 28. Les vitesses spécifiques k et les coefficients de corrélation R
2 relative à la 

régression linéaire de l’évolution du nombre des FMAT (en Ln UFC/g) au cours de la 
conservation, à 4°C, 30°C et 37°C, des viandes bovines hachées supplémentées ou non 
d’extrait de feuille d’olivier à différentes doses.       

4°C 30°C 37°C 
Echantillon  

k  R
2 k  R2 k  R

2

Témoin  Ordre 0 18,69 104
0,69 50,31 104 0,84 51,23 104

0,85 

 Ordre 1 0,62 0,98 0,90 0,89 0,91 0,91 

D1 Ordre 0 3,48 104
0,59 49,94 104 0,65 500 104

0,61 

 Ordre 1 0,46 0,97 0,88 0,99 1,13 0,99 

D2 Ordre 0 2,84 104
0,52 3,02 104 0,62 94,34 104

0,68 

 Ordre 1 0,47 0,88 0,64 0,99 0,87 0,99 

D3 Ordre 0 1,28 104
0,55 1,94 104 0,66 6,54 104

0,71 

 Ordre 1 0,36 0,93 0,61 0,98 0,77 0,99 

Témoin : sans extrait ; D1 : Dose 50 µg de phénol dans l’extrait /g de viande ;  D2 : Dose 100 µg de phénol dans l’extrait /g de viande;   
D3 : Dose 150 µg de phénol dans l’extrait /g de viande, 
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Tableau 29. Les vitesses spécifiques k et les coefficients de corrélation R
2 relative à la 

régression linéaire de l’évolution du nombre des CT (en Ln UFC/g) au cours de la 
conservation, à 4°C, 30°C et 37°C, des viandes bovines hachées supplémentées ou non 
d’extrait de feuille d’olivier à différentes doses.       

4°C 30°C 37°C 
Echantillon  

k  R
2 k  R

2 k  R
2

Témoin  Ordre 0 13,19 104
0,54 100 104

0,60 1000 104
0,60 

 Ordre 1 0,86 0,97 1,23 0,97 1,47 0,96 

D1 Ordre 0 1,56 104
0,56 1,24 104

0,70 22,87 104
0,66 

 Ordre 1 0,62 0,98 0,79 0,94 0,99 0,96 

D2 Ordre 0 0,66 104
0,60 1,15 104

0,69 20,63 104
0,66 

 Ordre 1 0,56 0,98 0,81 0,98 1,07 0,97 

D3 Ordre 0 0,19 104
0,72 1,13 104

0,71 17,04 104
0,65 

 Ordre 1 0,47 0,98 0,76 0,99 0,83 0,99 

Témoin : sans extrait ; D1 : Dose 50 µg de phénol dans l’extrait /g de viande ;  D2 : Dose 100 µg de phénol dans l’extrait /g de viande;   
D3 : Dose 150 µg de phénol dans l’extrait /g de viande. 

4.2.2. Détermination de l’énergie d’activation  

La vitesse spécifique k est corrélée à la température T par l’équation suivante :                               

            
)(

0
TR

Ea

ekk ×
−

×=                                  (Eq. 23) 

Avec :  k : constante de la vitesse spécifique à la température T (jours-1); 

      k0 : constate indépendante de la température (jours-1); 

      Ea : énergie d’activation (J mole-1) ; 

            R : constante des gaz parfaits (= 8,314 J mole-1K-1) ;  

      T : température absolue (K). 

De l’équation précédente, l’équation suivante est déduite: 

          )(
1

)()( 0kLn
TR

E
kLn a +×−=            (Eq. 24) 

Des représentations graphiques linéaires, établies entre Ln k et 1/T, permettent d’en déduire 

les valeurs de Ea et de k0. Les graphiques relatifs au critère FMAT et CT sont représentés, 

respectivement, dans la Fig. 32 et 33. La valeur (-Ea/R) représente la pente de l’équation des 

régressions linéaires de Ln k = f (1/T) et la valeur Ln k0 représente l’ordonné à l’origine de 

cette droite. Les valeurs de Ea et de k0 ont été déterminées et regroupées dans le Tableau 30. 

Ces valeurs ont été utilisées pour le calcul de la DLC.  
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Fig. 32. Régression linéaire entre l’inverse de la température et la vitesse spécifique (en Ln k) 

de l’évolution du nombre des FMAT au cours de la conservation des viandes bovines hachées 
supplémentées ou non d’extrait de feuille d’olivier à différentes doses.       

T : Témoin sans extrait ; D1 : Dose 50 µg de phénol dans l’extrait /g de viande ;  D2 : Dose 100 µg de phénol dans l’extrait /g de viande; 
D3 : Dose 150 µg de phénol dans l’extrait /g de viande.
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Fig. 33. Régression linéaire entre l’inverse de la température et la vitesse spécifique (en Ln k) 

de l’évolution du nombre des CT au cours de la conservation des viandes bovines hachées 
supplémentées ou non d’extrait de feuille d’olivier à différentes doses.       

T : Témoin sans extrait ; D1 : Dose 50 µg de phénol dans l’extrait /g de viande ;  D2 : Dose 100 µg de phénol dans l’extrait /g de viande; 
D3 : Dose 150 µg de phénol dans l’extrait /g de viande.
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Tableau 30. Les valeurs de k0 et Ea relatives à l’évolution du nombre des FMAT et CT au 
cours de la conservation des viandes bovines hachées supplémentées ou non d’extrait de 
feuille d’olivier à différentes doses.                   

 FMAT CT 

Echantillon Ln k0 -Ea/R k0 Ea Ln k0 -Ea/R k0 Ea

Témoin  
3,28 -1038 26,57 8634 4,56 -1307 95,58 10866 

D1 
7,37 -2257 1587,63 18764 3,41 -1080 30,26 8979 

D2 
4,37 -1425 79,04 11849 4,92 -1525 137,00 12686 

D3 
5,84 -1904 343,77 15833 4,61 -1482 100,48 12328 

Témoin : sans extrait ; D1 : Dose 50 µg de phénol dans l’extrait /g de viande ;  D2 : Dose 250 µg de phénol dans l’extrait /g de viande;   
D3 : Dose 500 µg de phénol dans l’extrait /g de viande. 

4.2.3. Calcul de la Date Limite de la Conservation 

La DLC s’exprime selon l’équation suivante :  
)(

0

0 )(

RT

Ea

ek

LnALnA
DLC

−

×

−
=         (Eq. 26) 

Avec : A0 : nombre initiale  FAMT et CT;  

  A : seuil limite acceptable de la flore FAMT (3 105) et CT (104) selon la norme  européenne; 

Les résultats de la DLC à 4°C des viandes bovines hachées crues supplémentées ou 

non d’extrait des feuilles d’olivier sont représentés sous forme d’histogramme dans la Fig. 34. 

Indépendamment du critère microbiologique utilisé, il est remarquablement observable que 

l’extrait des feuilles d’olivier augmente la DLC des viandes bovines hachées crues. La DLC 

augmente lorsque la dose de l’extrait augmente. En tenant compte de FMAT, la DLC est 8,8 j 

pour le témoin sans extrait. Elle s’élève à 11,49 ; 12,47 et 17,13 j , respectivement, lorsque 

l’extrait est ajouté à des doses de 50, 100 et 150 µg de phénol dans l’extrait /g de viande. Le 

Témoin possède un DLC de 5,37 j lorsque le critère CT est choisi. La DLC s’améliore à 

7,03 8,24 et 9,45 j , respectivement, en présence d’extrait à des doses de 50, 100 et 150 µg de 

phénol dans l’extrait /g de viande. En conclusion, l’extrait des feuilles d’olivier possède un 

effet préservatif contre l’altération microbienne des viandes bovines hachées crues. 
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Fig. 34. Les DLC des viandes bovines hachées supplémentées ou non d’extrait des feuilles 
d’olivier à différentes doses selon le critère nombre FMAT (a) et nombre CT (b).   

   T : Témoin sans extrait ; D1 : Dose 50 µg de phénol dans l’extrait /g de viande ;  D2 : Dose 100 µg de phénol dans l’extrait /g de viande;
D3 : Dose 150 µg de phénol dans l’extrait /g de viande.
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5. Effet des feuilles d’olivier sur la stabilité oxydative des viandes bovines hachées         

Au cours de leur conservation, les viandes bovines subissent des changements dans 

leurs compositions biochimiques. Les changements non appréciées sont responsables des 

altérations de la qualité organoleptique du produit. Les principaux critères du rejet des viandes 

bovines hachées crues par le consommateur sont le brunissement de la couleur et le goût du 

rancissement. Ces deux phénomènes sont dus, respectivement, à des réactions d’oxydation 

des protéines et de la matière grasse dans les viandes bovines. Ils s’accentuent lorsque les 

viandes sont hachées.    

Afin de limiter ce problème de l’altération oxydative, l’addition d’un agent à pouvoir 

antioxydant pourrait présenter une solution prometteuse. Dans notre travail, nous proposons 

d’appliquer les feuilles d’olivier sous deux formes (extrait et poudre complet) et en deux 

concentrations (100 et 150 µg phénols /g viande) afin d’évaluer leur effet antioxydant dans 

une matrice alimentaire « les viandes bovines hachées ». La stabilité oxydative a été étudiée 

pour les viandes crues et cuites durant leur conservation à 4°C pendant 12 jours.    

5.1. Effet sur l’oxydation de l’oxymyoglobine en metmyoglobine 

La couleur de la viande reste un facteur important de qualité pour le consomateur. Elle 

dépend essentiellement de la concentration en pigments hémiques et de leurs états chimiques. 

L’oxymyoglobine est la protéine hémique responsable de la couleur rouge vif qui est 

synonyme de fraicheur et attractive pour le consomateur. L’oxydation de l’oxymyoglobine en 

metmyoglobine aboutit à une coloration brune du viande, signe d’altération organoleptique.     

Les résultats de l’évolution du pourcentage de metmyoglobine au cours de la 

conservation des viandes bovines hachées crues et cuites supplémentées ou non de feuilles 

d’olivier sont présentés dans le Tableau 31. 

Le pourcentage de metmyoglobine augmente significativement au cours de la 

conservation, indépendament de l’échantillon étudié. Cependent, la présence des feuilles 

d’olivier a limité l’oxydation d’oxymyoglobine en metmyoglobine au cours de l’entreposage 

des viandes bovines hachées aussi bien crues que cuites. En faite, après 12 jours de 

conservation à 4°C, une formation de 65% de metmyoglobine est obtenue dans le témoin cru. 

Uniquement 43% et 35% de metmyoglobine sont obtenues dans les viandes bovines hachées 

crues supplémentées d’extrait des feuilles d’olivier à 100 et 150 µg phénols /g viande, 

respectivement. La forme poudre complet des feuilles d’olivier a montré un effet stabilisant 

plus important que celui de l’extrait. Le pourcentage de metmyoglobine formé après 12 jours 

de conservation des viandes bovines hachées crues supplémentées de poudre des feuilles 

d’olivier à 100 et 150 µg phénols /g viande sont respectivement 37% et 21%.  
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Antérieurement, Hayes et al. (2010) ont aussi prouvé l’effet stabilisant du l’extrait des feuilles 

d’olivier par le suivi de l’évolution du pourcentage d’oxymyoglobine durant la conservation 

des viandes bovines hachées crues emballées aérobiquement ou sous atmosphère modifié. Cet 

effet protecteur du l’extrait des feuilles d’olivier pour l’oxymyoglobine a été étudié, 

auparavant, dans un système model du muscle bovin et porcin (Hayes et al., 2009). Dans le 

même contexte, les propriétés antioxydantes du catéchines du thé contre l’oxydation de 

l’oxymyoglobine ont été mises en évidence dans la matrice des viandes bovines hachées 

(Tang et al., 2006).  

La comparaison des résultats initials entre les échantillons crues et cuites montre que la 

cuisson augmente le pourcentage de metmyoglobine de 22%, pour les viandes crues, à 

environ 50% pour les viandes cuites. Cette augmentation explique la couleur brune qui 

apparait suite à la cuisson des viandes bovines hachées.  

Tableau 31. Effet du l’extrait et de la poudre des feuilles d’olivier sur l’oxydation de 
l’oxymyoglobin en metmyoglobine dans les viandes bovines hachées crues et cuites durant 
leur conservation à 4°C pendant 12 jours.  

Temps de  

conservation
T

2
 E1

3
 E2

4
 P1

5
 P2

6 p-value 

Viandes bovines hachées crues 

0 22,10 ± 1,68aE 22,00 ± 0,50aE 22,70 ± 0,07aE 23,50 ± 0,83aE 22,80 ± 0,85aE 0,5829

3 41,90 ± 0,90bD 31,40 ± 0,83bD 27,60 ± 0,91bD 34,00 ± 1,05bD 23,20 ± 0,04bD 0,0000

6 52,20 ± 0,08cC 47,20 ± 0,88cC 35,80 ± 0,38cC 44,40 ± 0,14cC 32,40 ± 0,04cC 0,0000

9 65,20 ± 0,98dB 53,50 ± 0,60dB 45,70 ± 1,01dB 49,80 ± 0,43dB 38,40 ± 0,37dB 0,0000 

12 87,40 ± 0,34eA 65,11 ± 0,95eA 58,50 ± 0,08eA 61,30 ± 0,96eA 43,90 ± 0,12dA 0,0000

p-value 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

(�MetMb
*
)

1
 65,31 43,08 35,8 37,88 21,18  

Temps de  

conservation
Viandes bovines hachées cuites

0 51,50 ± 4,84aA 50,80 ± 5,38aA 49,40 ± 2,08aA 49,90 ± 1,71aA 47,80 ± 1,85 aA 0,8500 

3 56,40± 3,34 abA 59,50 ± 3,02 bA 54,00 ± 4,48abA 58,90 ± 2,26bA  54,00±0,76 abA 0,0136 

6 66,20± 5,16bAB   63,50± 1,40 bcAB  56,60±5,72abAB   62,30±4,10bcAB 55,70± 0,13bA 0,1608 

9   90,50± 1,08cB 65,10± 3,37bcB  60,10±1,20abAB 64,10 ± 0,43bcB 56,20 ± 1,23bA 0,0066 

12   94,50± 6,80 cA      69,70± 0,12cA 63,40 ± 5,05 cA 65,40 ± 1,26 cA 73,00 ± 5,20cA 0,0014 

p-value 0,8500 0,3403 0,1599 0,0006 0,0051

(�MetMb
*
)

1
 43,0 18,9 14,0 16,5 25,2 

* MetMb: pourcentage de metmyoglobin (%); 1 �MetMb = MetMb12 – MetMb0; MetMb0 : % initial de MetMb ; MetMb12 : % de MetMb 
après 12 jours de conservation ; 2 T: Témoin sans feuilles d’olivier ; 3 E1: extrait à 100 µg phénols /g viande; 4 E2: extrait à 150 µg phénols /g 
viande ; 5 P1: poudre à 100 µg phénols /g viande ; 6 P2: poudre à 150 µg phénols /g viande ; abcde Les valeurs de la même colonne suivies par 
différentes lettres sont significativement différentes (p < 0.01) ; ABCDE Les valeurs de la même ligne suivies par différentes lettres sont 
significativement différentes (p < 0.01). Tous les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± Ecart-type. Tous les résultats sont les 
moyennes de 2 replicata.   
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5.2. Effet sur  l’oxydation des lipides 

Les viandes bovines hachées contiennent de la matière grasse. Cette matière est 

impliquée dans de nombreux aspects de la qualité de la viande, et en particulier dans l’arôme 

et le goût. Cependant, une altération oxydative de ces lipides mène à un goût de rancissement 

désagréable non apprécié par le consommateur.  

Nous visons à étudier l’effet des feuilles d’olivier sur la stabilité oxydative des lipides 

dans les viandes bovines hachées au cours de leur conservation réfrigérée. L’oxydation 

lipidique des différents échantillons de viandes bovines hachées a été évaluée par la mesure 

des substances réactives à l’acide thiobarbiturique (TBARS). Ces substances sont des 

composés de faible masse moléculaire formées suite à la décomposition de certains produits 

primaires et secondaires de peroxydation lipidique. Les valeurs de TBARS ont été exprimées 

en milligramme de malodialdéhyde produit par kilogramme de l’échantillon. Les résultats 

sont présentés dans le Tableau 32.  

Les valeurs de TBARS de tous les échantillons augmentent en fonction du temps de 

conservation. Cela signifie qu’il y a un phénomène d’oxydation des lipides qui s’accentue 

proportionnellement à la durée de l’entreposage des viandes bovines hachées. 

La présence des feuilles d’olivier, comme additif alimentaire aux viandes bovines hachées, a 

limité l’oxydation des lipides. Ce résultat se manifeste au niveau de la diminution des valeurs 

de TBARS formés. En faite, 13 mg MDA/100 g de viande ont été formé après 12 jours de 

conservation de l’échantillon témoin cru. Les viandes bovines hachées crues contenant des 

feuilles d’olivier possèdent au maximum 9,8 mg MDA/100 g de viande.   

L’effet inhibiteur de l’oxydation lipidique par l’extrait des feuilles d’olivier à une 

concentration de 200 �g/g viande a été reporté sur des viandes bovines hachées crues 

emballées  en condition aérobic ou sous atmosphère modifié (Hayes et al., 2010) et sur les 

saucisses crues et cuites de porc (Hayes et al., 2011). Cet effet a été précédemment démontré 

aussi dans des systèmes modèles de muscle bovine et porcine (Hayes et al., 2009).         

Les valeurs initiales de TBARS pour les échantillons crues et cuites montrent que la 

cuisson entraine la formation de TBARS suite à des réactions d’oxydation lipidique. Des 

résultats similaires ont été observés pour les saucisses de porc (Hayes et al., 2011). Broncano 

et al., (2009) ont montré que la cuisson des viandes porcines ne modifie pas la quantité des 

lipides totaux mais induit significativement une forte oxydation lipidique.  

D’après nos résultats, la cuisson a été aussi trouvée défavorable pour la stabilité 

oxydative des lipides au cours de l’entreposage des viandes bovines hachées. Au bout de 12 
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jours de conservation réfrigérée, les valeurs de TBARS formés sont de l’ordre de 64-94 mg 

MDA/100 g de viandes cuites. Elles sont nettement supérieures à celles des viandes crues. 

Ces dernières contiennent des TBARS de l’ordre de 4,6-13 mg MDA/100 g. Dans le cas des 

viandes bovines hachées cuites, les feuilles d’olivier à une dose de 100 µg phénols /g viande 

sont insuffisantes pour limiter l’oxydation des lipides au cours de la conservation réfrigérée. 

Ces résultats sont en accordance avec les études de Castro et al. (2011) qui ont aussi trouvé 

que l’oxydation des lipides dans les viandes cuites est plus importante que celle dans les 

viandes crues. Dejong et al., (2009) a utilisé l’extrait des margines, du thé et du vin pour 

limiter l’oxydation lipidique et la formation de TBARS dans les viandes bovines et porcines 

cuites. Ces auteurs ont montré l’implication des composés phénoliques, par leurs propriétés 

antioxydante, dans le processus du control de l’oxydation lipidique dans les viandes.           

Tableau 32. Effet du l’extrait et de la poudre des feuilles d’olivier sur l’oxydation des lipides 
dans les viandes bovines hachées crues et cuites durant leur conservation à 4°C pendant 12 
jours.  
                             

Temps de  

conservation 
T2 E13 E24 P15 P26 p-value 

Viandes bovines hachées crues 

0 0,23 ± 0,00aA          0,90±0,00aBC 0,75 ± 0,00aB 0,96 ± 0,00aC  0,57±0,00aAB 0,0058

3 1,53 ± 0,00bA           5,40 ± 0,07bA 1,63 ± 0,00aA 6,14 ± 0,00bA 2,01 ± 0,00bA 0,1904

6 5,10 ± 0,01cB                 2,78 ± 0,00cA 2,84 ± 0,00bA 7,97 ± 0,00cC 3,69 ± 0,00cA 0,0000

9 8,70 ± 0,00dC             3,30 ± 0,00dA 4,49 ± 0,00cA 9,48 ± 0,00bC 5,90 ± 0,00bB 0,0000 

12  13,23 ± 0,01eD         5,50 ± 0,01eA             7,54 ± 0,00dB   10,78 ± 0,01eC 7,42 ± 0,00eB 0,0000

p-value 0,0000                    0,3101        0,0000                    0,0000                    0,0000

(� TBARS
*
)

1
 13,00                       4,60                              6,79                           9,82                           6,85  

Temps de  

conservation
Viandes bovines hachées cuites

0   1,09 ± 0,00aB      0,90± 0,00aA   2,94 ± 0,00aD   1,71 ± 0,00aC  1,71 ± 0,00aB 0,0050 

3 19,26 ± 0,01bA 37,86±0,02bC 37,86 ± 0,03bC 35,39 ± 0,04bC 26,11± 0,06bB 0,1900 

6 45,18 ± 0,14cA  66,01± 0,03cC 60,01 ± 0,60cBC  49,71± 0,03cAB 43,29± 0,07cA 0,0000 

9 67,42±0,03dBC 71,97± 0,09cC 68,60 ± 0,68cBC  58,51±0,04dB 45,87± 0,12cA 0,0000 

12 90,02±0,05eBC   95,73±0,02dC             74,59 ± 0,74cAB  87,24±0,05eBC 65,40±0,14dA 0,0000 

p-value 0,0000                   0,3100                        0,0000                    0,0000                         0,0000  

(� TBARS
*
)

1
 88,95                   94,83                          71,65                        85,52                       64,30 

* TBARS : valeur TBARS (mg malodialdéhyde /kg viande) ; 1 � TBARS = TBARS12 – TBARS0; TBARS0 : TBARS initial ; TBARS12: 
TBARS après 12 jours de conservation ; 2 T: Témoin sans feuilles d’olivier ; 3 E1: extrait à 100 µg phénols /g viande; 4 E2: extrait à 150 µg 
phénols /g viande ; 5 P1: poudre à 100 µg phénols /g viande ; 6 P2: poudre à 150 µg phénols /g viande ; abcde Les valeurs de la même colonne 
suivies par différentes lettres sont significativement différentes (p < 0.01) ; ABCDE Les valeurs de la même ligne suivies par différentes lettres 
sont significativement différentes (p < 0.01). Tous les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± Ecart-type. Tous les résultats sont les 
moyennes de 4 replicata.   
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6. Effet des feuilles d’olivier sur les propriétés technologiques des viandes hachées 

Les propriétés technologiques étudiées sont le pH, la perte d’exsudat durant la 

conservation, la capacité de rétention d’eau (Water Holding Capacity : WHC), la perte à la 

cuisson, la perte à la décongélation et le Rendement Technologique de NAPOLE (RTN) 

6.1. Effet sur le pH  

L’évolution du pH au cours de la conservation des viandes bovines hachées crues et 

cuites supplémentées ou non de feuilles d’olivier est présentée dans le Tableau 33.  

La variation du pH au cours du temps est statistiquement significative pour tous les 

échantillons crues et cuites. Toutefois, cette variation dans le témoin est plus importante que 

celle dans les échantillons contenant des feuilles d’olivier que ce soit en forme d’extrait ou de 

poudre complet. Il est notable aussi que le pH diminue de 6,8 à 5,2 pour les viandes témoin. 

Cependant, l’addition des feuilles d’olivier entraine une augmentation du pH au cours de la 

conservation aussi bien dans les viandes bovines hachées crues que cuites. Cette augmentation 

du pH est plus importante lorsque les viandes sont cuites. Toutefois, les valeurs du pH restent 

proches de la neutralité (6,8 à 7,2). Nous observons aussi que la cuisson n’avait pas d’effet sur 

l’évolution de pH dans l’échantillon témoin.          

La diminution du pH peut être expliquée par le développement des bactéries de 

contamination au cours de la conservation. En effet, Bo Huang et al. (2009) ont montré que la 

croissance des bactéries spécifiques telles que le Clostridium, favorisée par le pH initial des 

viandes qui est proche à la neutralité et la teneur en eau qui varie entre 60% à 65%, entraine la 

glycolyse et la transformation de glycogène en acide lactique et ainsi mène à l’acidification 

des viandes. Chéret et al. (2005) ont rapporté que l’acidification des viandes entraine la 

dénaturation des protéines et rend la viande tendre, juteux, de couleur pale et de faible 

rendement technologique.  

L’application des feuilles d’olivier pour empêcher l’acidification des viandes bovines hachées 

crues et cuites au cours de leur conservation réfrigérée est donc très intéressant pour la 

préservation de la qualité des viandes.  

Nos résultats sur l’augmentation du pH des viandes par effet des feuilles d’olivier au cours de 

leur conservation sont en accordance avec les travaux de Bo Huang et al. (2011). Ces auteurs 

ont supplémenté les viandes bovines hachées par Lotus Rhizome Knot et feuilles de Lotus. Ils 

ont trouvé une augmentation du pH statistiquement significative (p < 0.01) par rapport au 

témoin à la 6èmejours de conservation.        
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Tableau 33. Effet du l’extrait et de la poudre des feuilles d’olivier sur l’évolution du pH des 
viandes bovines hachées crues et cuites durant leur conservation à 4°C pendant 12 jours.

T2 E13 E24 P15 P26 p-valueTemps de  

conservation 
Viandes bovines hachées crues 

0 6,80 ± 0,01aB 6,75 ± 0,02aA 6,79±0,01bAB  6,82 ± 0,02abB 6,80 ± 0,03aB 0,0463

3 6,61 ± 0,03bA 6,83 ± 0,02aD 6,66 ± 0,02aB 6,76 ± 0,01aC 6,80 ± 0,01aD 0,0000

6 6,22 ± 0,08cA 6,98 ± 0,01bC 6,68 ± 0,02aB  6,92 ± 0,05bcC 7,00 ± 0,02bC 0,0000

9 5,81 ± 0,11dA 7,15 ± 0,08cC 6,79 ± 0,08bB 7,03 ± 0,06cC  7,09 ± 0,05bcC 0,0000

12 5,52 ± 0,12eA 7,21 ± 0,09cC 6,92 ± 0,04cB 7,22 ± 0,12dC      7,11±0,10cC 0,0000

p-value 0,0000 0,0000 0,0004 0,0001 0,0002

��pH�1 1,28 0,46 0,13 0,39 0,31  

Temps de  

conservation 
Viandes bovines hachées cuites

0  6,86 ± 0,01aAB  6,83 ± 0,03aAB 6,82 ± 0,02aA 6,85 ± 0,01aAB 6,90 ± 0,01aB 0,1261 

3 6,53 ± 0,05bA 6,96 ± 0,07bB 7,09 ± 0,09bC 6,93 ± 0,06abB 7,20 ± 0,00bc 0,0000 

6 6,27 ± 0,03cA 7,07 ± 0,06cB 7,18 ± 0,04bC 7,02 ± 0,03bcB   7,40 ± 0,06bcD 0,0000 

9 5,87 ± 0,10dA 7,21 ± 0,05dB 7,26 ± 0,10bB 7,06 ± 0,05bcB   7,30 ± 0,21bcB 0,0000 

12 5,58 ± 0,08eA  7,41 ± 0,03eBC 7,50 ± 0,16cC      7,31 ± 0,10dB   7,50 ± 0,04cBC 0,0000 

p-value 0,0000 0,0000 0,0001 0,0000 0,0004

��pH�1 1,27 0,58 0,68 0,45 0,58 

1��pH�= �pH12 – pH0�; pH0 : pH initial; pH12: pH après 12 jours de conservation ; 2 T: Témoin sans feuilles d’olivier ; 3 E1: extrait à 100 
µg phénols /g viande; 4 E2: extrait à 150 µg phénols /g viande ; 5 P1: poudre à 100 µg phénols /g viande ; 6 P2: poudre à 150 µg phénols /g 
viande ; abcde Les valeurs de la même colonne suivies par différentes lettres sont significativement différentes (p < 0.01) ; ABCD Les valeurs de 
la même ligne suivies par différentes lettres sont significativement différentes (p < 0.01). Tous les résultats sont exprimés sous forme de 
moyenne ± Ecart-type. Tous les résultats sont les moyennes de 3 replicata.   

6.2. Effet sur la perte d’exsudat durant la conservation   

Les résultats de l’étude du l’effet de l’incorporation des feuilles d’olivier dans les 

viandes bovines hachées crues sur le pourcentage d’exsudat perdu durant 12 jours de 

conservation à 4°C  sont présentés dans le Tableau 34. 

Tableau 34. Effet du l’extrait et de la poudre des feuilles d’olivier sur la perte d’exsudat à 
partir viandes bovines hachées crues durant leur conservation à 4°C pendant 12 jours. 

Temps de  

conservation 

T1 E12 E23 P14 P25 p-value 

3 26,20 ± 1,60aC 21,50 ± 0,92aB 14,30 ± 1,84aA 21,40 ± 0,76aA 15,40 ± 2,31aA 0,0000

6 36,00± 1,95bC 28,90± 0,70bB 20,80 ± 0,68bA 28,70 ± 0,61bA 21,20 ± 0,68bA 0,0000

9 46,30 ± 2,64cC 32,30 ± 1,80cB  22,80± 2,22bcA 30,60 ± 4,50bA 24,00 ± 3,12bA 0,0000 

12 61,00± 4,98dD 34,80± 1,79dC 24,00 ± 2,74bA 37,40 ± 1,68cB 29,40 ± 1,86cB 0,0000 

p-value 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

1 T: Témoin sans feuilles d’olivier ; 2 E1: extrait à 100 µg phénols /g viande; 3 E2: extrait à 150 µg phénols /g viande ; 4 P1: poudre à 100 µg 
phénols /g viande ; 5 P2: poudre à 150 µg phénols /g viande ; abc Les valeurs de la même colonne suivies par différentes lettres sont 
significativement différentes (p < 0.01) ; ABCD Les valeurs de la même ligne suivies par différentes lettres sont significativement différentes (p 
< 0.01). Tous les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± Ecart-type. Tous les résultats sont les moyennes de 5 replicata.   



Thèse Fathia AOUIDI                                                              RESULTATS ET DISCUSSION

106

Les viandes bovines crues libèrent par écoulement spontanée un liquide, appelé exsudat, 

au cours de leur conservation. Le liquide contient des éléments nutritifs hydrosolubles qui 

seront perdues. Cette perte provoque des changements de la qualité gustative et technologique 

des viandes. Ce phénomène d’exsudation est plus prononcé lorsque les viandes sont hachées 

en raison de la destruction de leurs réseaux protéiques.     

D’après le Tableau 34, la perte d’exsudat augmente au cours du temps du stockage. 

Toutefois, les échantillons des viandes contenant les feuilles d’olivier ont montré des pertes 

d’exsudat, au cours de la conservation à 4°C pendant 12 jours, significativement inférieurs par 

rapport à celles du témoin dépourvu de feuilles d’olivier. Nous avons noté aussi l’effet dose 

sur la perte d’exsudat. En faite, les pertes sont minimisées lors d’utilisation d’une dose de 150 

µg phénols /g viandes, par rapport à la dose 100 µg phénols /g viandes.   

Les pertes d’exsudat au cours de l’entreposage peuvent être inversement reliées aux valeurs 

du pH des viandes. En faite, nous observons que les échantillons témoin possèdent un pH 

acide ou proche de l’acidité et présente une perte très importante (de l’ordre de 61%) au cours 

de la conservation. Quant’ aux échantillons additionnés des feuilles d’olivier, leurs pH sont 

proches à la neutralité et montrent des pertes plus faibles par rapport à celles du témoin. Les 

valeurs de la perte sont inférieures à 37%. La corrélation entre le pH et la perte d’exsudat a été 

précédemment rapportée par Molette (2004).  

6.3. Effet sur la capacité de rétention d’eau (Water Holding Capacity : WHC) 

Les résultats de l’étude de l’effet de l’addition des feuilles d’olivier sous forme de 

poudre et extrait aux viandes bovines hachées sur la capacité de rétention d’eau sont présentés 

dans la Fig. 35. 

Fig. 35. Effet du l’extrait et de la poudre des feuilles d’olivier sur la capacité de rétention 
d’eau dans les viandes bovines hachées crues après 12 jours de conservation à 4°C 

T: Témoin sans feuilles d’olivier ; E1: extrait à 100 µg phénols /g viande; E2: extrait à 150 µg phénols /g viande ; P1: poudre à 100 µg 
phénols /g viande ; P2: poudre à 150 µg phénols /g viande.  

Les valeurs des histogrammes suivies par différentes lettres (a, b, c, d) sont significativement différentes (p ≤ 0,01). 

      T                        E1                         E2                       P1                         P2
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Les feuilles d’olivier, incorporées sous 2 formes différentes, améliorent 

significativement la capacité de rétention d’eau des viandes bovines hachées. Cette 

amélioration est proportionnelle à la dose utilisée. D’après nos résultats, le témoin possède un 

WHC de 49%, alors que les valeurs WHC sont respectivement 58%, 72%, 68% et 78% pour 

les échantillons E1, E2, P1 et P2 contenant les feuilles d’olivier. Le résultat concernant l’effet 

des feuilles d’olivier sur la capacité de rétention d’eau confirment celui de la perte d’exsudat. 

Une corrélation directe entre le pH et WHC est aussi noté. En faite, l’échantillon témoin, 

ayant un pH acide, possède une faible capacité de rétention d’eau par rapport à celles des 

échantillons contenant des feuilles d’olivier et caractérisés par des pH neutres.  

La capacité de rétention d’eau est liée à la capacité des protéines à conserver leurs 

liaisons avec l’eau et donc leurs propriétés hydrophiles. D’après Chéret (2005), une baisse du 

pH entraine une diminution des liaisons entre les protéines et l’eau et ainsi une baisse du 

pouvoir de rétention de l’eau. Au point isoélectrique, les protéines ont un minimum de 

charges et le réseau est relâché ce qui corresponds au minimum du pouvoir de rétention d’eau. 

Quand le pH évolue vers la zone acide ou zone basique, l’apparition des charges du même 

signe provoque le rapprochement du réseau, correspondant à l’augmentation du pouvoir de 

rétention d’eau constaté de part et d’autre du point isoélectrique.  

6.4. Effet sur la perte à la cuisson  

L’étude du l’effet de l’incoporation des feuilles d’olivier sur la perte à la cuisson des 

viandes bovines hachées est présenté dans la Fig. 36.  

Fig. 36. Effet du l’extrait et de la poudre des feuilles d’olivier sur la perte à la cuisson des 
viandes bovines hachées après leur traitement dans un bain marie à 80°C pendant 15 min.  

T: Témoin sans feuilles d’olivier ; E1: extrait à 100 µg phénols /g viande; E2: extrait à 150 µg phénols /g viande ; P1: poudre à 100 µg 
phénols /g viande ; P2: poudre à 150 µg phénols /g viande.  

Les valeurs des histogrammes suivies par différentes lettres (a, b, c, d) sont significativement différentes (p ≤ 0,01). 

      T                      E1                     E2                    P1                     P2
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L’élevation de la température lors de la cuisson entraine une destruction totale de la 

paroie cellulaire des tissus musculaires ce qui provoque une libération des quantités très 

impotantes des liquides ou exsudat. Une perte élevée entraine une dureté de produit lors de la 

dégustation (Bouillet et al., 1982).   

L’incorporation des feuilles d’olivier dans les viandes bovines hachées limitent 

significativement les pertes à la cuisson. Dans l’échantillon témoin, la perte enregistré est de 

65% et elle est moins importante dans les échantillons E1, E2, P1 et P2 contenant les feuilles 

d’olivier. Les pertes à la cuisson sont 49,5% ; 36% ; 48% et 39% respectivement dans les 

échantillons E1, E2, P1 et P2. Dans le même contexte, Bouillet et al. (1982) ont reporté que 

l’addition des huiles essentielles extraites de menthe aux viandes hachées diminue les pertes à 

la cuisson de 67% (pour le témoin) à 32% et 41% lors d’utilisation de doses de 200 mg et 400 

mg/g de viande, respectivement.  

6.5. Effet sur la perte à la décongélation 

La décongélation est une étape critique suceptible d’influencer la qualité et l’aptitude 

technologique des viandes bovines hachées. Elle s’accompagne des pertes qui peuvent 

dénaturer la qualité du produit, essentiellement la saveur et la valeur nutritive (diminution de 

la concentration en minéraux et en protéines hydrosolubles). L’effet de la présence des 

feuilles d’olivier, sous forme de’extrait ou de poudre, dans les vaindes bovines hachées sur la 

perte à la décongélation a été évalué. Les résultats sont présentés dans la Fig. 37.      

Fig. 37. Effet du l’extrait et de la poudre des feuilles d’olivier sur la perte à la décongélation 
des viandes bovines hachées après une conservation à -10°C pendant 2 semaines.  

T: Témoin sans feuilles d’olivier ; E1: extrait à 100 µg phénols /g viande; E2: extrait à 150 µg phénols /g viande ; P1: poudre à 100 µg 
phénols /g viande ; P2: poudre à 150 µg phénols /g viande.  

Les valeurs des histogrammes suivies par différentes lettres (a, b, c, d) sont significativement différentes (p ≤ 0,01). 

      T                        E1                       E2                       P1                       P2
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 Dans l’échantillon témoin, la perte à la décongélation est énorme (de l’ordre de 60% 

en masse). La présence des feuilles d’olivier a minimisé significativement ces pertes jusqu’à 

environ 40% après ajout d’une dose de 100 µg phénols /g viande et jusqu’à environ 30% 

après ajout d’une dose de 150 µg phénols /g viande. Il est notable que l’effet dose est 

significatif.  

Une cristallisation partielle des molécules d’eau par effet des composés des feuilles d’olivier 

pourrait expliquer la diminution des pertes à la décongélation (Bouillet et al., 1982).   

6.6. Effet sur le Rendement Technologique de NAPOLE (RTN) 

Nous avons cherché à approcher l’aptitude à la transformation par saumurage-cuisson 

des viandes bovines hachées additionnées ou non de feuilles d’olivier. Pour cela, nous avons 

déterminé les rendements technologiques de NAPOLE (RTN) des différents échantillons. 

L’effet du l’extrait et poudre des feuilles d’olivier, supplémentés à 2 doses 100 et 150 µg 

phénols /g viande, sur le RTN est représenté dans la Fig. 38.  

Les résultats montrent une amélioration significative de RTN des viandes bovines 

hachées par effet de la présence des feuilles d’olivier. Le RTN augmente de 20% pour le 

témoin pour atteindre 30% lorsque 100 µg phénols /g viande est ajouté. L’addition de 150 µg 

phénols /g viande multiplie par 3 le RTN qui devient 60%. La forme utilisée des feuilles 

d’olivier (extrait ou poudre) n’influe pas l’aptitude des viandes bovines hachées à la 

transformation par saumurage-cuisson.    

Fig. 38. Effet du l’extrait et de la poudre des feuilles d’olivier sur le rendement technologique 
de NAPOLE.  

T: Témoin sans feuilles d’olivier ; E1: extrait à 100 µg phénols /g viande; E2: extrait à 150 µg phénols /g viande ; P1: poudre à 100 µg 
phénols /g viande ; P2: poudre à 150 µg phénols /g viande.  

Les valeurs des histogrammes suivies par différentes lettres (a, b, c, d) sont significativement différentes (p ≤ 0,01). 

      T                        E1                         E2                       P1                         P2
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7. Effet des feuilles d’olivier sur les propriétés sensorielles des viandes hachées

Les résultats de l’analyse sensorielle des viandes bovines hachées crues et cuites 

supplémentées ou non par des feuilles d’olivier (sous forme d’extrait ou poudre) sont 

présentés dans le Tableau 35.   

Selon nos résultats, les feuilles d’olivier n’ont pas d’effet statistiquement significatif 

sur tous les critères sensoriels étudiés des viandes bovines hachées crues. L’analyse 

sensorielle des viandes bovines hachées cuites montre aussi l’absence d’effet statistiquement 

significatif sur tous les critères étudiés, à l’exception du critère goût. Les dégustateurs ont 

appréciés le goût des viandes supplémentées par la poudre des feuilles d’olivier, par rapport à 

celui du témoin. En faite, la note attribuée au témoin est 4,7 alors qu’elle est 6,7 et 5,7 

respectivement pour les échantillons P1 et P2 contenant de la poudre des feuilles d’olivier à 

des doses de 100 et 150 µg phénols /g viande.   

Tableau 35. Effet du l’extrait et de la poudre des feuilles d’olivier sur les critères sensoriels 
des viandes bovines hachées crues et cuites. 

T
2
 E1

3
 E2

4
 P1

5
 P2

6 p-valueCritères sensoriels
1

Viandes bovines hachées crues 

Apparence globale 5,87± 1,91ab 5,95 ± 1,64ab 6,25 ± 0,00b  5,75 ± 2,22ab  5,25 ± 1,91a 0,005

Couleur 5,72± 2,18ab 6,02 ± 1,74b 6,12 ± 1,86b  5,35 ± 2,28ab 5,07 ± 2,20a 0,1202

Odeur 5,25 ±2,33a 5,55 ± 1,90c 5,22 ± 2,06a 5,27 ± 2,24a 4,97 ± 2,38a 0,8465

Texture 5,12 ± 2,13a 5,70 ± 2,12a 5,50 ± 2,06a 5,62 ± 2,43a 5,75 ± 2,15a 0,7184 

Elasticité 4,52 ± 2,24a  4,75± 2,26ab  5,20± 2,24ab 5,70 ± 2,20b  5,10 ± 2,31ab 0,1763 

Jutosité 5,25 ± 1,99a 5,35 ± 1,80a 5,17 ± 1,98a 5,25 ± 2,22a 5,60 ± 1,94a 0,8933 

Viandes bovines hachées cuites

Apparence globale 5,30 ± 1,95a  5,57 ± 2,09ab  5,62± 2,21ab  5,87 ± 1,78ab 6,32 ± 1,60b 0,1829 

Couleur 5,92 ± 1,96a 5,92 ± 2,08a 5,95 ± 1,98a 5,55 ± 1,98a 5,65 ±  1,96a 0,8455 

Odeur 5,17 ± 2,33a 5,00 ± 1,96a 5,42 ± 2,06a 5,92 ± 2,24a 5,82 ± 2,03a 0,2177 

Texture 5,70 ± 1,92a 5,85 ± 1,80a 5,80 ± 2,09a 5,67 ± 2,06a 5,87 ± 2,17a 0,9889 

Elasticité 5,67 ± 2,21a 5,57 ± 2,14a 5,20 ± 1,98a 5,62 ± 2,12a 5,75 ± 1,97a 0,7945 

Jutosité 5,75 ± 2,19a 5,32 ± 2,10a 5,50 ± 1,75a 6,12 ± 2,20a 5,97 ± 2,03a 0,4003 

Goût 4,70 ± 2,51a ND7 ND7 6,70 ± 1,77b 5,77 ± 2,36b 0,0006 

1 Echelle : Apparence Globale (1 = non acceptable, 9 = extrêmement  acceptable) ; Couleur (1 = marron, 9 = rose) ; Odeur (1 = désagréable, 
9 = agréable) ; Texture (1 = très tendre, 9 = très ferme) ; Elasticité (1 = faible élasticité, 9 = forte élasticité) ; Jutosité (1 = très sec, 9 = très 
juteux) ; Goût (1 = désagréable, 9 = très agréable) ; 2 T: Témoin sans feuilles d’olivier ; 3 E1: extrait à 100 µg phénols /g viande; 4 E2: extrait 
à 150 µg phénols /g viande ; 5 P1: poudre à 100 µg phénols /g viande ; 6 P2: poudre à 150 µg phénols /g viande ; 7 ND : Non Déterminé ;  abc 

Les valeurs de la même ligne suivies par différentes lettres sont significativement différentes (p < 0.01). Tous les résultats sont exprimés sous 
forme de moyenne ± Ecart-type.  
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Statistiquement, la couleur n’a pas significativement distingué l’échantillon témoin de ceux 

contenant les feuilles d’olivier. Pourtant, des dégustateurs ont remarqué la coloration verte de 

la poudre des feuilles d’olivier, décrite comme indésirable. D’ailleurs, les notes sur la couleur 

attribuées aux échantillons supplémentés par la poudre des feuilles d’olivier sont inférieures à 

celles des échantillons témoin, que ce soit pour les viandes bovines hachées crues que cuites. 

Outre, l’odeur des viandes bovines hachées cuites s’est améliorée positivement lors de 

l’incorporation de la poudre des feuilles d’olivier. Les notes attribuées sont 5,9 et 5,8 

respectivement pour les échantillons P1 et P2, alors qu’elle est 5,1 pour le témoin. La 

différence de ces notes n’est statistiquement significative.     

 En résumant, l’incorporation des feuilles d’olivier à des concentrations jusqu’à 150 µg 

phénols /g viande, en forme d’extrait ou de poudre, n’influe pas la qualité sensorielle des 

viandes bovines crues et cuites, à l’exception d’un effet positif sur le goût.           
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                Chapitre 3: Etude du l’effet de 

certains traitements technologiques sur les 

composés phénoliques des feuilles d’olivier 

Les feuilles d’olivier sont commercialisées dans certains pays (tel que : Canada,  

l’Australie…) en tant que matériel phytothérapique et source naturelle de substances 

nutraceutiques (tel que : les composés phénoliques, les flavonoïdes…). Différentes formes de 

ce matériel (feuilles sèches complètes, feuilles en poudre, extrait, gélules, tisane…) sont mises 

sur le marché. Les producteurs en vendent leurs propriétés fonctionnelles et leurs vertus 

bénéfiques pour la santé humaine. Ces propriétés sont généralement attribuées aux composés 

phénoliques. Ce matériel végétal peut subir certains traitements technologiques avant 

utilisation humaine. Dans ce contexte, nous nous somme consacré, dans cette 3ème partie de la 

thèse, à l’évaluation du l’effet de deux exemples des traitements technologiques (traitement 

thermique et traitement d’irradiation) sur les composés phénoliques des feuilles d’olivier et 

leurs capacités antioxydantes.  

La tisane des feuilles d’olivier est la forme la plus répandue pour l’usage humain de ce 

matériel phytothérapique. Pour la préparation des tisanes, l’ébullition est l’un des traitements 

appliqués. L’étude du l’effet de ce type de traitement thermique sur la composition 

phénolique et le pouvoir antioxydant des tisanes des feuilles d’olivier a été présentée dans 

l’article n°3.    

Dans un second travail (Article n° 4), nous avons proposé l’irradiation ionisante 

comme technique de décontamination des feuilles sèches d’olivier (en forme de poudre ou 

complètes) afin de garantir une bonne qualité microbiologique de ce matériel, vue son 

utilisation en phytothérapie. Nous avons évalué l’effet décontaminant de l’irradiation 

ionisante par la détermination de la dose nécessaire de décontamination. Un examen de la 

radiorésistance de la flore microbienne des feuilles d’olivier a été aussi mené. En plus de ce 

volet microbiologique, nous avons étudié l’effet de l’irradiation ionisante sur les composés 

phénoliques et les propriétés antioxydantes des feuilles d’olivier.   
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Abstract:  25 

This paper described the influence of the extraction procedure (Temperature, time, dose) on 26 

phenolic content and antioxidant potential of olive leaf tisane. Secondly, it aimed at 27 

evaluating and understanding the effect of boiling treatment on phenolic compounds and 28 

antioxidant capacity of an aqueous extract from olive leaves. The Phenolic content was 29 

determined by Folin-Ciocalteu method.  The antioxidant capacity was assessed by ABTS
+

30 

method. The Phenolic content and antioxidant capacity depended on extraction procedure of 31 

olive leaf tisane. The phenolic content ranged from 39.75 ± 6.02 mg L-1 to 370.62 ± 17.98 mg 32 

L-1. The antioxidant capacity ranged from 303.33 ± 13.76 mg L-1 to 4496.66 ± 40.41 mg L-1. A 33 

decoction of 10 g of powdered olive leaves in 100 mL water during 60 min gave tisane with 34 

the highest phenolic content and the highest antioxidant capacity. Besides, it was found that 35 

boiling leads to a decrease of the phenolic content and a rise of antioxidant capacity of 36 

aqueous extract from olive leaves. The mass molecular distribution of the polymeric aromatic 37 

fraction was analyzed by gel filtration chromatography on Sephadex G50. Results suggested 38 

the hydrolysis of phenolic polymers following boiling. Moreover, HPLC analyses showed an 39 

increase in rutin, oleuropein and caffeic acid levels in treated sample. These changes could 40 

explain the decrease of phenolic content and the rise of antioxidant capacity of aqueous 41 

extract from olive leaves, following boiling. Despite all these changes, correlation between 42 

phenolic content and antioxidant capacity in olive leaf tisane wasn’t affected by thermal 43 

processing. As conclusion, thermal processing could be useful for enhancing the antioxidant 44 

capacity and the extractability of phenolic compounds in olive leaf tisane. 45 

46 

Keywords:  Olive leaf; Tisane; Antioxidant capacity (TEAC); Total phenolic content (TP); 47 

Thermal treatment.    48 

49 
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1. Introduction50 

In recent years, researchers and consumers have been interesting in biologically active 51 

compounds, notably polyphenols, in foods and beverages. These compounds are known by 52 

their beneficent effects for human health. Only small amounts of food and beverages are 53 

consumed in their raw state. However, most of them need to be processed for safety, quality 54 

and economic reason. Processing methods could affect chemical constituents of treated foods 55 

and beverages. Thus, they could modify the biological activities of functional compounds 56 

(Faller & Fialho, 2009; Kim et al., 2010; Kusznierewicz et al., 2008; Rakic et al., 2007; 57 

Zhang et al., 2010). The evaluation of the influence of food processing is a key factor while 58 

establishing technological conditions that enable to preserve or improve original activity and 59 

bioavailability of naturally occurring functional compounds. To obtain food and beverages of 60 

consumption quality, it is important to understand the effect of processing on the biological 61 

active components. Moreover, understanding the consequences of food processing on food 62 

composition is one of the important steps to a correct interpretation of study results regarding 63 

dietary habits, nutrition and human health (Nicoli et al., 1999).64 

Olive leaves from Olea europaea tree, native Mediterranean, have been reported to 65 

contain biological active constituents, especially, phenolic compounds. The main active 66 

phenolic compounds in olive leaves are oleuropein, verbascoside, luteolin-7-glucoside and 67 

rutin, among others (Benavente-Garcia et al., 2000; Lee et al., 2009). Phenolic compounds in 68 

olive leaves are well known by their antioxidative (Benavente-Garcia et al., 2000; Lee et al., 69 

2009), antimicrobial (Sudjana et al., 2009), antiviral (Micol et al., 2005), anti-inflammatory 70 

(Miljkovic et al., 2009), hypolipidimic (Jemai et al., 2008) and hypotensive properties (Susalit 71 

et al., 2010). These properties make olive leaves a neutraceutic material which benefits human 72 

health. Historically, olive leaves have been used as a folk medicine for fever and malaria. 73 

Nowadays, this vegetable material is proved and recommended for treating many diseases, 74 
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such as diabete, cardiovascular diseases, viral and microbial infections (Micol et al., 2005; 75 

Sudjana et al., 2009; Susalit et al., 2010). Therefore, several forms and preparations of olive 76 

leaves (powder, intact leaves…) and their extracts are commercialized as phytotherapeutic 77 

medicines for human uses. Tisane is the most known and widespread form of preparation 78 

from olive leaves for human use.  79 

The objective of the present research was to determine the effect of preparation 80 

method of olive leaf tisane on phenolic compounds and antioxidant capacity. Secondly, this 81 

work aimed at evaluating and understanding the effect of boiling treatment on phenolic 82 

compounds and on antioxidant capacity of an aqueous extract from olive leaves.   83 

2. Material and methods 84 

2.1. Chemical reagents and standards 85 

ABTS [2, 2’-azinobis (3- ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt] and 86 

gallic acid were purchased from Sigma. Oleuropein and hydroxytyrosol were obtained from 87 

Extrasynthèse (Geney). Sodium carbonate was purchased from Riedel-de Haën. Folin-88 

Ciocalteu phenol reagent, Trolox, potassium persulfate and syringic acid were obtained from 89 

Fluka. Acetonitril and methanol were of HPLC grade. All other reagents were of analytical 90 

grade.                               91 

2.2. Sample preparation and experimental process  92 

Olive leaves (Olea europaea L. var Chemlali North) were randomly hand harvested 93 

from tree grown in National Institute of Applied Sciences and Technology (Tunis, Tunisia) at 94 

August 2008. Collected leaves were washed with tap water and dried at ambient temperature 95 

for three days in the dark under ventilation. Dried leaves were milled and homogenized. Olive 96 

leaf powder was passed through a sieve with mesh size of 18-35 (1-0.5 mm), then it was 97 

employed to prepare tisanes using an aqueous extraction procedure. Extraction procedure was 98 
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carried out in 150 mL glass bottles hermetically sealed. The volume of the extraction was 100 99 

mL. 100 

A complete experimental design (Table 1) was developed to evaluate the influence of 101 

preparation method of an olive leaf tisane on Total Phenolic content (TP) and on Trolox 102 

Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC). The applied design investigated three independent 103 

variables. The experimental design included a set of 8 variable combinations. Analytical 104 

parameters (TP content and TEAC) were measured in supernatants obtained by centrifuging 105 

samples at 3000 rpm during 5 min. Multiple linear regressions of data were done in order to 106 

evaluate individual and interactive effects of the tested independent variables. Coefficients of 107 

estimated effects were determined using STATGRAPHICS PLUS Software Version 1.4 for 108 

Windows and subjected to the analysis of variance (ANOVA) for detecting significance at 95 109 

% level (p-value < 0.05).    110 

 A second experiment was carried out in order to investigate the effect of heating time 111 

on phenolic compounds and TEAC of an aqueous extract from olive leaves. In this frame, 112 

olive leaf powder (1 g) was macerated in 100 mL of distilled water for 5 min. The aqueous 113 

extract was separated from the solid phase by means of centrifugation at 3000 rpm during 5 114 

min. The extract was heated until boiling, which was maintained for a desired period of time 115 

(0, 5, 30, 60 and 120 min). Independent samples were used for each test.        116 

2.3. Colorimetric determination of Total Phenolic content (TP)  117 

TP content in the samples was determined by UV spectrophotometry, based on a 118 

colorimetric oxidation/reduction reaction. The oxidizing agent used was Folin–Ciocalteu 119 

reagent (Tabart et al., 2007). Appropriately diluted centrifuged samples (3.6 mL) were mixed 120 

with 0.2 mL of Folin-Ciocalteu reagent and 3 min later, 0.8 mL of sodium carbonate (20 % 121 

w/v) was added. The mixture was heated at 100 °C during 1 min. After cooling, absorbance at 122 
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750 nm was measured against distilled water. Gallic acid was used as an external standard to 123 

prepare calibration curve. All determinations were performed in triplicate for each sample.   124 

2.4. Determination of Total antioxidant capacity 125 

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) assessment of the samples was 126 

determined in terms of radical scavenging ability by using improved ABTS
+
 radical cation 127 

decolourization assay (Re et al., 1999). Stock solution of ABTS
+
 radical cation was prepared 128 

by mixing 7 mM ABTS [2, 2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) 129 

Diammonium salt] and 2.45 mM potassium persulfate. The ABTS
+
 solution was diluted with 130 

ethanol to an absorbance of 0.70 (± 0.02) at 734 nm and equilibrated at 30 °C. Ten microliters 131 

of sample were added to 1 mL ABTS
+
 solution and absorbance decrease at 734 nm was 132 

recorded after 6 min. Percentage inhibition of oxidation (PI) was calculated for each sample 133 

according to the following equation (Eq. 1):   134 

PI (%) = 
0

min60 100)(

OD

ODOD ×−
                        (Eq. 1) 135 

Where: OD0 denotes the initial absorbance of diluted ABTS
+
,  136 

             OD6 min denotes the absorbance of the sample after 6 min of reaction. 137 

Series of dilutions were prepared such that they produced between 20 % and 80 % inhibition 138 

of the blank absorbance. TEAC calculation was performed as follows (Eq. 2):  139 

TEAC (mg L
-1

) =  MM
dilutionPI

×
×

21.43
             (Eq. 2) 140 

Where: MM denotes the mass molecular of Trolox (MM= 250 g mol
-1

).  141 

Trolox was used as an external standard to prepare calibration curve. The results were 142 

expressed as milligrams Trolox equivalent antioxidant capacity per 1L (mg L
-1

 TEAC) in the 143 

aqueous extract. All determinations were performed in triplicate for each sample.  144 

2.5. Molecular mass distribution of polyphenols 145 
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Chromatography gel filtration on Sephadex G-50 was used to analyze the polymeric 146 

aromatic fraction present in aqueous extract from olive leaf. Three milliliters of the extract 147 

were filtered and placed on a Sephadex coarse G-50 column (2.5 - 60 cm) previously 148 

equilibrated with NaNO3 0.05 M containing 0.02 % sodium azide at a flow rate of 0.6 mL 149 

min
-1

. Sample was collected on the basis of 3 ml per tube. Optic density of these fractions was 150 

measured spectrometrically at 280 nm. The column was calibrated with syringic acid (MM = 151 

198 Da), lysozym (MM = 15 kDa) and blue dextran (MM = 200 kDa) (Asses et al., 2009). 152 

2.6. HPLC analyses of phenolic compounds 153 

HPLC analyses were performed with an analytical HPLC unit (Agilent technologies 154 

1200 series), equipped with a diode array detector. The stationary phase was an Atlantis® 155 

Waters dC18 column (5 �m particle size; 250 mm; 4.6 mm). The mobile phases were formic 156 

acid (19:1) (A) and methanol (B), starting with 5% B and installing a gradient to obtain 15% 157 

B at 3 min, 25% B at 13 min, 35% B at 25 min, 45% B at 35 min, 50% B at 40 min, 100% B 158 

at 45 min, 5% B at 46 min, finally, reequilibration in 4 min to initial composition. The flow 159 

rate was 0.9 mL min
-1

 with elution at room temperature. The injection volume was 20 �L and 160 

chromatograms were recorded at 280 nm. The data were processed on the ChemStation 161 

Agilent technologies software. Phenolic compounds in samples were identified by matching 162 

the retention time and the UV spectra of a peak in the sample chromatogram with the peak of 163 

a known standard compound. Identifications were confirmed by analyzing a sample 164 

supplemented by the corresponding standard.  165 

2.7. Statistical analysis 166 

All measurements were carried out at least in duplicate. The mean values and standard 167 

deviations were determined by Excel Software Version 2003 for Windows. The ANOVA 168 

analyses, Simple and Multiple Linear Regression were performed using STATGRAPHICS 169 
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PLUS Software Version 1.4 for Windows. For all analyses, parameters were considered 170 

significant at 95 % level when p-value < 0.05. 171 

3. Results and discussion 172 

3.1. Effect of preparation method of an olive leaf tisane on TP content and TEAC 173 

Tisane is a beverage with medicinal effects. It is obtained using aqueous extraction 174 

procedure, which consists of a solid-liquid extraction of hydrosoluble compounds. A previous 175 

study showed that powder was the best form for obtaining the most active and richest tisane in 176 

terms of TP content and TEAC, in comparison with intact leaves. Hence, an increase of 177 

specific area seems to significantly influence the extraction of antioxidants and phenolic 178 

compounds, because of the much higher specific area of the former that is available for mass 179 

transfer (Giao et al., 2007). Therefore, it was decided in the present work to use powder form 180 

for the preparation of olive leaf tisane.             181 

Various extraction conditions could be used in order to make a tisane. A complete 182 

experimental design (Table 1) was developed in order to study simultaneously the effects and 183 

interactions between three variables conditions - 1) extraction mode (maceration- decoction), 184 

2) extraction time (5- 60 min) and 3) powder dose (1 %- 10 %)- on TP content and TEAC of 185 

prepared olive leaf tisanes. This experimental design was also used to find optimized 186 

conditions to obtain olive leaf tisane with the highest nutraceutical value.   187 

Results collected from tests planned according to the complete experimental design were 188 

presented in table 1. The most active and richest olive leaf tisane in terms of TP content 189 

(370.62 ± 17.98 mg L-1 GA eq) and in terms of TEAC (4496.66 ± 40.41 mg L-1 Trolox eq) 190 

was obtained by decoction during 60 min of 10 g powder in 100 mL water. On the other hand, 191 

1 g powder decocted during 5 min in 100 mL water was shown sufficient to get the most 192 

efficient extractability of TP content with a yield of 5.15 ± 0.34 mg GA eq. g
-1

 Dry Powder. 193 

When considering the antioxidant capacity per mg of TP, the most active phenolic 194 
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composition (14.52 ± 2.75 mg Trolox eq. mg
-1

 TP) was found in tisane prepared by decoction 195 

during 60 min of 1 g powder in 100 mL water. In all cases, optimal results of TP content and 196 

TEAC were obtained by decoction (i.e. thermal treatment at 100 °C). In the same context,  197 

heat treatment was previously observed to increase the extractability of overall content of free 198 

polyphenolic compounds from various products such as tea (Horzic et al., 2009), citrus peels 199 

(Jeong et al., 2004), dictamnus, olive and orange tree leaves (Tsakona et al., 2010). The 200 

disruption of the plant cell wall following thermal treatment is one among many mechanisms 201 

that could explain the rise of TP content. The cellular disruption leads to the release of 202 

polyphenolic compounds which were bound to cellular structures such as lignin and 203 

polysaccharides (Bernhart & Schlich, 2005). Besides, exposure to higher temperatures could 204 

alter the chemical composition of polyphenolic compounds, causing them to be more 205 

extractable (Faller & Fialho, 2009). Heat treatment could also deactivate endogenous 206 

oxidative enzymes (Lo Scalzo et al., 2004). Therefore, another reason for increased TP 207 

contents could be explained by preventing enzymatic oxidation, which causes loss of the TP 208 

compound in the raw plant materials (Choi et al., 2006; Nicoli et al., 1999). 209 

Complicated changes in the qualitative and quantitative chemical composition, notably 210 

phenolic compounds, could be occurring during the extraction procedure. Phenolic 211 

constituents may interact to produce synergistic or antagonistic antioxidant effects with each 212 

other and with other compounds (Gawlik-Dziki, 2008). Thus, the presence of various 213 

phenolic compounds could cause diversity in antioxidant behavior of the extract (Horzic et 214 

al., 2009).            215 

Statistical analyses (Table 2) of results obtained with the experimental design proved a 216 

significant effect of powder dose on TP content. All other estimated effects were not 217 

statistically significant, and neither was the combined effect (i.e. interaction) of the studied 218 
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variables. The coefficient for TP content was negative, indicating that increasing the powder 219 

level decreased the yield of extractability of TP.      220 

3.2. Effect of boiling time on thermo stability of TP and TEAC in an aqueous extract from 221 

olive leaves 222 

In this section, the authors aimed at evaluating and understanding the effect of thermal 223 

treatment on phenolic compounds and antioxidant capacity of an aqueous extract from olive 224 

leaves. Within this framework, aqueous extract from olive leaves, freshly prepared by 225 

maceration, was heated until boiling, which was maintained for a desired period of time (0, 5, 226 

30, 60 and 120 min). TEAC, TP content and OD at 280 nm were determined for the control 227 

and the treated samples. All results are shown graphically in Fig. 1.   228 

A significant increase in TEAC (p < 0.05) was observed after boiling, in comparison with the 229 

control (322.75 ± 3.92 mg L-1   Trolox eq). The thermal treatment leads to an 11 % gain in 230 

TEAC, which rises up to 377.16 ± 14.79 mg L-1 Trolox eq. Significant difference between the 231 

control and treated samples was observed for TP content, as well as for TEAC. However, 232 

unlike TEAC, the boiling of an aqueous extract from olive leaves resulted in a loss of TP 233 

content when compared to the control (52.8 ± 2.59 mg L-1 GA eq). The significant decrease in 234 

TP content was noted beyond 5 min of boiling time. TP content was maintained at 46.66 ± 235 

0.74 - 48.2 ± 2.71 mg L-1 GA eq (non significant difference) within 5 to 60 min of boiling 236 

time. The loss rate of TP content was 9 %, by comparing to the control. However, the 237 

decrease was more pronounced after 120 min of boiling, with a loss rate of 21 %, leading to a 238 

TP content of 41.29 ± 3.87 mg L-1 GA eq. On the other hand, OD 280nm increased 239 

significantly (p < 0.05) with increasing time of boiling. It raised from 7 ± 0.1 to 7.49 ± 0.06.  240 

Our findings are in agreement with the findings of Faller and Fialho (2009), who reported that 241 

domestic cooking of broccoli led to a reduction in TP content and an increase in antioxidant 242 

capacity. The changes in the TP content and the overall antioxidant properties as a 243 
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consequence of heat treatment were depending on the treated materials, among other factors. 244 

Rakic et al. (2007) reported that thermally treated samples of Quercus robur and Quercus 245 

cerris acorn kernels possess higher antioxidant capacity and higher TP content than do the 246 

native ones. Like Quercus robur and Quercus cerris acorn kernels, the TP contents and 247 

antioxidant activities in the extracts from Shiitake (Lentinus edodes) mushroom increased as 248 

heating temperature and time increased (Choi et al., 2006). While a decrease in the 249 

antioxidant potential of sauerkraut juice was found for short heat treatments, a partial 250 

recovery of these properties was observed by prolonging heating periods (Kusznierewicz et 251 

al., 2008). On another side, the study of Zhang et al. (2010) showed that thermal treatment of 252 

whole-meal flour from tartary buckwheat (Fagopyrum tataricum Gaertn.) caused a decrease 253 

in TP content and antioxidant capacity. Similarly, domestic cooking of carrot and white 254 

cabbage were also found to lead to reductions in TP content and antioxidant capacity (Faller 255 

& Fialho, 2009). Li et al. (2007) noted that the heat treatment did not markedly change 256 

antioxidant capacity of purple wheat bran. However, there was a significant reduction in TP 257 

contents. Furthermore, Gawlik-Dziki (2008) reported that boiling significantly decreased the 258 

amounts of phenolic compounds and the antiradical capacity in fresh broccoli (Brassica 259 

oleracea var. botrytis italica) florets. In the case of frozen broccoli, boiling increased the TP 260 

content and retained the antiradical capacity (Gawlik-Dziki, 2008). Besides, domestic cooking 261 

of onion was found to raise TP content; however, it decreases antioxidant capacity of the 262 

treated material (Faller & Fialho, 2009).                                                                                      263 

The decrease in TP content in olive leaf extract following boiling could be explained 264 

by modification of chemical structures and decomposition of polymers of phenolic 265 

compounds (Kim et al., 2010; Rakic et al., 2007), leading to the formation of compounds with 266 

lowest reactivity with the Folin–Ciocalteu reagent. Qualitative changes in chemical 267 

composition could explain the alteration of TEAC in treated olive leaf extract, since different 268 
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chemical structures have distinct radical scavenging properties. Besides, synergistic or 269 

antagonistic antioxidant effects could occur in a mixture of antioxidant compounds.           270 

During thermal treatment in the present studies, the increase of TEAC was correlated with an 271 

increase in OD280. This result suggests the formation of novel antioxidant compounds with 272 

maximum absorbance at 280 nm. Positive correlation between the intensity of the colour and 273 

antioxidant properties has been found in the case of the development of Maillard reactions in 274 

heated food products, such as honey (Turkmen et al., 2006), white cabbage (Kusznierewicz et 275 

al., 2008) and tartary buckwheat flour (Zhang et al., 2010). In our study, the rise of TEAC 276 

could be explained by the formation of Maillard products frequently occurring in the thermal 277 

processing. The formation of these products would mask the real decrease of TP content. 278 

3.3. Effect of thermal treatment on mass molecular distribution of polyphenols and on 279 

phenolic composition of olive leaf aqueous extract 280 

The present section aimed at evaluating the qualitative changes of phenolic 281 

compounds in olive leaf aqueous extract, which could occur following boiling treatment. The 282 

mass molecular distribution of the polymeric aromatic fraction was analyzed by gel filtration 283 

chromatography on Sephadex G50. The results of the control and heated samples for 120 min 284 

are shown in Fig. 2. The elution pattern of the control sample showed two peaks. A small 285 

peak (peak I) corresponds to a family of aromatics with molecular mass higher than 200 kDa. 286 

A large peak (peak II) represents a family of aromatics with lowest molecular mass (< 200 287 

kDa). Some modifications were observed in the elution pattern of heated sample, in 288 

comparison with the control. Peak I was disappeared. It has been also observed the increase in 289 

the intensity of peak II, indicating the rise of the fraction with lowest molecular mass. 290 

According to this result, it could be suggest that heating of olive leaf extract causes 291 

hydrolyses of polyphenolic compounds with high molecular mass, leading to the formation of 292 

compounds with lowest molecular mass. Within this frame, Faller & Fialho (2009) noted that 293 
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the conversion of insoluble phenolic compounds into more soluble forms could occur after 294 

domestic cooking of vegetables. Heating could release phenols from polymer such as lignin 295 

and polysaccharide, as explained by Choi et al. (2006) and Faller & Fialho (2009). As for 296 

Rakic et al. (2007), they observed that hydrolysable tannins were degraded during thermal 297 

treatment of oak acorns. As the result of this degradation, it was noted an increase of non-298 

tannin phenolic content, especially gallic acid, after thermal processing. Thus, thermally 299 

treated samples possess higher antioxidant capacity than do the native ones. Accordingly, 300 

Rakic et al. (2007) believe that presence of gallic acid and its low molecular mass derivatives 301 

caused the potent antioxidant capacity of the investigated samples. Similarly, Kim et al. 302 

(2010) showed that thermally processed tannic acid for 15 min had about 67% higher 303 

antioxidant capacity. Kim et al. (2010) explained the enhanced antioxidant capacity of 304 

processed tannic acid by hydrolyzed gallic acid and the hydroxyl groups newly formed on the 305 

galloyl group as a result of thermal hydrolysis. 306 

Our results of HPLC analyses of the main phenolic compounds in olive leaf aqueous 307 

extract, as affected by boiling treatment for different durations, are shown in Table 3. Six 308 

phenolic compounds, namely, hydroxytyrosol, cathechin, caffeic acid, verbascoside, 309 

oleuropein and rutin, were identified and quantified in olive leaf aqueous extract. The most 310 

abundant compound is oleuropein, as found by several authors (Benavente-Garcia et al., 311 

2000; Lee et al., 2009). Our results showed that the boiling treatment affected the content of 312 

some phenolic compounds. In fact, cafeic acid, oleuropein and rutin levels in treated samples 313 

were significantly higher than those in the control. This effect was noted from 5 min of 314 

boiling time. However, hydroxytyrosol, cathechin and verbascoside contents were maintained 315 

during thermal treatment. The observed variations of the contents of these compounds were 316 

not significant.           317 
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3.4. Effect of thermal processing on the correlation between TP content and TEAC in an 318 

aqueous extract from olive leaves 319 

Fig. 3 shows the correlation between TP content and TEAC in aqueous extract from 320 

olive leaves before and after boiling treatment. A strong linear positive correlation (Pearson 321 

coefficient of 0.995) was observed with a significance level (p < 0.05) for untreated extract. 322 

After thermal treatment, the correlation remained good with a Pearson coefficient of 0.993 (p 323 

< 0.05). Although the complexity of the qualitative and quantitative changes occurring during 324 

boiling, it appeared that the correlation between TP content and TEAC in aqueous extract 325 

from olive leaves was not affected. 326 

4. Conclusion   327 

This is the first time where the effect of thermal processing on phenolic content and 328 

antioxidant capacity was investigated on an aqueous extract from olive leaves. This 329 

processing decreases phenolic content while it increases antioxidant capacity. The novelty of 330 

this work concerns also his contribution for explaining the effect of thermal processing on 331 

antioxidant compounds and capacity in a natural matrix. Using a combination of HPLC and 332 

gel chromatography analysis, we proved the hydrolysis of phenolic polymers and the 333 

increases of rutin, oleuropein and cafeic acid levels, which could explain the antioxidant 334 

capacity increase and the phenolic content decrease, following thermal processing of an olive 335 

leaves aqueous extract.   336 
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Figure captions443 

Fig. 1. Thermal treatment at 100 °C of an aqueous extract from olive leaves (obtained by 444 

maceration of powder 1 % in water for 5 min): Effect of heating time on Trolox Equivalent 445 

Antioxidant Capacity (TEAC) (A), total phenolic content (TP) (B) and color (OD at 280 nm) 446 

(C).  447 

Data are reported as the averages of results carried out in triplicate and error bars indicate 448 

standard deviations. Significant difference at 95 % level (p-value < 0.05) proved by ANOVA 449 

for TEAC (p-value = 0.0136), for TP (p-value = 0.0034) and for OD 280 nm (p-value = 450 

0.0037).  The threshold of significance ( ), determined by Duncan’s multiple range tests, 451 

are 350.21 mg L
-1

 Trolox equivalent for TEAC, 48.26 mg L
-1

 Gallic Acid equivalent for TP 452 

and 7.23 for OD 280 nm.    453 

454 

Fig. 2.  Effect of thermal treatment of an aqueous extract from olive leaves (obtained by 455 

maceration of powder 1 % in water for 5 min) on molecular mass distribution of 456 

polyphenolic: The elution pattern of untreated sample (  ) and heated sample at 100 °C for 457 

120 min (  ), obtained by Gel filtration chromatography on Sephadex G50.    458 

Standards: 1: Blue dextran (MM = 200 kDa), 2: Lysozym (MM = 15 kDa), 3: Syringic acid 459 

(MM = 198 Da). 460 

461 

Fig. 3. Effect of thermal processing on the correlation between total phenolic content (TP) and 462 

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) in an olive leaves tisane: curve with 463 

( ) and without   ( ) thermal treatment.      464 

Data are reported as the averages of results carried out in triplicate and error bars indicate 465 

standard deviations for TP and TEAC. 466 

467 



Table 1. Influence of preparation method of an olive leaf tisane on total phenolic content (TP) 

and Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC): Results collected from tests planned 

according to the complete experimental design 2
3
 with three variables.   

Variables Analytical parameters 

Tests EM
a
 ET

b

(min) 

PD
c

(%) 

TP
d
 (mg Gallic Acid 

equivalent. g
-1

 Dry Powder)

TEAC
e
 (mg Trolox 

equivalent. mg
-1

 TP) 

Tests performed according to the 2
3
 experimental design 

1 Maceration   5   1 5.04 ± 0.32     8.89 ± 0.51  

2 Decoction   5   1 5.15 ± 0.34    5.91 ± 0.64  

3 Maceration 60   1 3.97 ± 0.60  11.31 ± 1.62 

4 Decoction 60   1 4.69 ± 0.63  14.52 ± 2.75  

5 Maceration   5 10 2.59 ± 0.16 12.13 ± 1.22 

6 Decoction   5 10 2.70 ± 0.10  12.58 ± 0.53 

7 Maceration 60 10 2.70 ± 0.17  12.08 ± 0.46 

8 Decoction 60 10 3.70 ± 0.17  12.15 ± 0.71 

a 
EM: Extraction method; 

b 
ET: Extraction time; 

c 
PD: Powder dose (g of powder per 100 mL 

of water); 
d
 TP: total phenolic content; 

e
 TEAC: Trolox Equivalent Antioxidant Capacity. 

Results are reported as the Mean ± Standard Deviation of analysis carried out in triplicate.  



Table 2. Influence of preparation method of an olive leaves tisane on total phenolic content 

(TP) and antioxidant capacity (TEAC): Multiple linear regression results for the estimated 

effects of three variables and interactions between them.   

Analytical parameters 

TP
d
 (mg Gallic Acid equivalent. g

-1

Dry Powder) 

 TEAC
e
 (mg Trolox equivalent. g

-1

TP) 

Variables and 

Interactions (x) 

Coefficient ± error p-value Coefficient ± error p-value 

EM
a
 0,48 0,07 0,09  0,18 1,64 0,92 

ET
b
       -0,10 0,07 0,36  2,63 1,64 0,34 

PD
c
  -1,79 

*
 0,07 0,02  2,07 1,64 0,41 

EM x IT 0,37 0,07 0,11  1,45 1,64 0,54 

EM x PD 0,07 0,07 0,50  0,07 1,64 0,97 

IT x PD 0,66 0,07 0,06        -2,87 1,64 0,32 

Constant 3,81  0,03         11,19 0,82  

a 
EM : Extraction method; 

b 
ET : Extraction time; 

c 
PD : Powder dose; 

d
 TP : total phenolic 

content; 
e
TEAC : Trolox Equivalent Antioxidant Capacity.   

*
 indicates significance at 95% level (p-value < 0.05).  
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a b s t r a c t

Olive leaves are commercialized for their antioxidative value due to their valuable phenolic compounds.

The present study aimed to evaluate the effect of gamma irradiation on microbial load, on antioxidative

properties and on phenolic compounds of air-dried olive leaves. Irradiation was applied up to 25 kGy

(5 kGy intervals) to powdered and intact samples. Total aerobic bacteria, yeast and mold, and lactic acid

bacteria were counted after gamma irradiation. Decontamination was obtained at 20 kGy. The radioresis-

tance of microbial population was high with D10 values between 9.74 and 25.12 kGy. Besides, gamma

irradiation up to 25 kGy was found to maintain the antioxidant capacity, molecular mass distribution

of polyphenolics, total phenolics, ortho-diphenols, flavonoids, oleuropein, verbascoside and rutin con-

tents.

To conclude, the improvement of the microbial quality of air-dried olive leaves, without affecting phe-

nolic composition and antioxidative properties, can be successively achieved by the application of gamma

irradiation treatment.

Ó 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The importance of functional foods, nutraceuticals, dietary

supplements and other natural healthy products has been well

recognized in connectionwith health promotion, disease risk reduc-

tion and reduction in health care costs. Therefore, there has been a

growing interest in research, development and commercialization

of these healthy products around the globe (Day, Seymour, Pitts,

Konczak, & Lundin, 2009). Among nutraceuticals, phenolic com-

pounds from natural sources have attracted great attention during

the last decade, notably, due to their antioxidant contribution to hu-

man health (Benavente-Garcia, Castillo, Lorente, Ortuno, & Del Rio,

2000; Lee et al., 2009; Skerget et al., 2005).

Olive leaves from Olea europaea tree, native to the Mediterra-

nean, could be considered as a nutraceutically valued material, ow-

ing to their high quality and quantity of their phenolic compounds.

The main active phenolic constituents are oleuropein, verbasco-

side, luteolin-7-glucoside and rutin (Benavente-Garcia et al.,

2000; Hayes, Stepanyan, Allen, O’Grady & Kerry, 2010; Lee et al.,

2009).

Olive leaves have been reported to have antioxidative, antimi-

crobial, antiviral, anti-inflammatory, hypoglycemic, hypotensive

and hypothyroidism properties (Anonymous, 2009). Historically,

olive leaves had been used as a folk medicine for fever and malaria.

Nowadays, this vegetable material is proved and recommended for

treating many diseases, such as diabetes, cardiovascular diseases,

viral and microbial infections (Anonymous, 2009).

Olive leaves can be used not only for therapeutic but also for

cosmetic purpose and as food additive. In the past, powdered dried

olive leaves were used as an ingredient for the preparation of a tra-

ditional food ‘‘Bsissa’’ in Tunisia. Recently, olive leaves extract has

been investigated as an additive supplemented to food products,

such as oils (Bouaziz, Fki, Jemai, Ayadi, & Sayadi, 2008) and meats

(Hayes, Stepanyan, Allen, O’Grady, & Kerry, 2010), to extend shelf-

life and impart the image of wholesomeness to consumers. Olive

leaves are commercialized under several forms (intact leaves, pow-

dered leaves, extract, etc.), for their benefits for human health.

Plant materials are highly susceptible to microbial contamina-

tion due to the medium (water and soil) in which they grow.

Harvesting, storage and processing may cause additional contami-

nation and microbial growth (Bhat, Sridhar, & Karim, 2010;

Katusin-Razem, Novak, & Razem, 2001). Besides representing a

0308-8146/$ - see front matter Ó 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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direct health hazard to consumers, such contaminatedmaterials can

also cause the spoilage of pharmaceuticals and food items to which

they are added. Furthermore, the presence of microbial contami-

nants may also affect the efficacy and stability of active compounds

of theplants during storage (Thomas, Senthilkumar, Kumar,Mandal,

& Muraleedharan, 2008). Thus, an adequate technology for decon-

tamination is required to improve the hygienic quality of plant

materials and tomake it suitable for humanuse and commercializa-

tion (Bhat et al., 2010; Katusin-Razem et al., 2001).

Conventional methods of microbial decontamination are fumi-

gation with either gaseous ethylene oxide or methyl bromide,

which are carcinogenic and hence are now prohibited or being

increasingly restricted in most advanced countries for health, envi-

ronmental or occupational safety reasons. Gamma irradiation is

well known as a decontamination method for many foodstuffs

and plant materials, being an environment friendly and effective

technology to resolve technical problems in trade and commercial-

ization (Khattak, Simpson, & Ihasnullah., 2009).

The phenolic composition of olive leaves and its antioxidant

capacity have been well reported (Benavente-Garcia et al., 2000;

Bouaziz et al., 2008; Lee et al., 2009).

To our knowledge, no studies have investigated the effect of

gamma irradiation on phenolic composition and microbial load

in olive leaves. Therefore, the present study aimed to evaluate

the decontamination efficiency of gamma irradiation treatment

of air-dried olive leaves. Powdered and intact samples were irradi-

ated. The effect of this technology on the antioxidant capacity and

phenolic content (total phenolics, ortho-diphenols, flavonoids,

oleuropein, verbascoside and rutin contents and molecular mass

distribution of polyphenolics) of olive leaves was also investigated.

2. Materials and methods

2.1. Chemical reagents and standards

Oleuropein, verbascoside and rutin were obtained from Extra-

synthèse. ABTS (2,2-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic

acid) diammonium salt, caffeic acid, gallic acid, formic acid, Trolox

(6-hydroxy-2,5,7,8,-tetramethylchroman-2-carboxylic acid), lys-

ozym, blue dextran, diethylene glycol, sodium azide, sodium

molybdate and sodium nitrate were obtained from Sigma. Sodium

carbonate, ethanol and methanol were purchased from Riedel-de

Haën. Methanol was of HPLC grade. Ethanol was of analytical

grade. Folin–Ciocalteu phenol reagent, potassium persulfate and

syringic acid were purchased from Fluka.

2.2. Sample preparation and irradiation treatment

Fresh olive leaves (Olea europaea L. var Chemlali North) were

hand harvested randomly from a tree grown in National Institute

of Applied Sciences and Technology (Tunis, Tunisia) in June 2009.

Collected leaves (around 2 kg) were dried at room temperature

(30 ± 5 °C) for one week in the dark and under ventilation. A part

of the batch was powdered using a commercial grinder (Moulinex).

10 lots of dried intact olive leaves (IOL) (20 g each lot) and 10 lots

of dried powdered olive leaves (POL) (50 g each lot) were packed

hermetically in polyethylene bags.

Samples in duplicate were subjected to irradiation treatment at

room temperature with a dose rate of 15.64 Gy minÿ1 for the POL

samples and with a dose rate of 18.2 Gy minÿ1 for the IOL samples.

The five doses used were 5, 10, 15, 20 and 25 kGy with a non-irra-

diated control.

After irradiation treatment, all samples were immediately

stored at 4 °C until analysis.

Gamma irradiation was carried out using a carrier type irradia-

tor equipped with a 60Co source (C-188, MDS Nordion) at the Na-

tional Center for Nuclear Sciences and Technologies (CNSTN),

Tunis, Tunisia. The dose distribution was measured using a PMMA

dosimeter (PMMA Instruments, Harwell, UK).

2.3. Microbial load analyses

Microbial load was evaluated by a plate count method. Samples

(5 g) were decimal diluted serially with sterile solution (1% pep-

tone, 0.5% sodium chloride). Total aerobic bacteria (TAB) were

determined after 3 days incubation at 30 °C on the Plate Count

Agar (PCA). Yeast and mold (YM) were determined on the Sabou-

raud Chloramphenicol Agar (SCA) after incubation for 3 days at

30 °C. Lactic acid bacteria (LAB) were determined on the Man, Rog-

osa and Sharpe agar (MRS) and were incubated for 24 h at 37 °C.

The microbial content of the samples was measured by observ-

ing the average number of viable cells, expressed as Colony form-

ing units per gram (CFU gÿ1), in the samples. The presented data

are the average counts observed in three Petri dishes for each

sample.

The percentage of the survival fraction was calculated according

to the following formula:

Survival fraction ð%Þ ¼
N

N0

� 100 ð1Þ

where N0 is the microbial load in the control sample and N is the

microbial load in the irradiated sample.

2.4. Determination of radiation D10-values

The D10-value was defined as the dose required inactivating one

Log10 cycle of the initial population. In other words, The D10-value

is the dose required to inactivate 90% of a population.

CFU survivors following each gamma irradiation processing

were plotted on a logarithmic scale as a function of gamma irradi-

ation dose, resulting in survivor curves.A linear regression equa-

tion for the type y = ax + b was derived.where y is Log10 (CFU) in

each irradiation dose, x is the irradiation dose, and a is the slope.

a ¼
ÿ1

D10

ð2Þ

The D10-value was determined by calculating the negative reci-

procal of the survivor curve slope (Ayari, Dussault, Millette, Hamdi,

& Lacroix, 2009).

2.5. Determination of total phenolic, ortho-diphenol and flavonoid

contents in olive leaves extract

After irradiation, IOL samples were powdered. For all samples,

the powders (1 g) were extracted by 50 ml methanol for 48 h. The

extraction was performed at room temperature in the dark.

The resulted extracts were centrifuged at 3500 rpm for 15 min.

The supernatants were recovered and used to determine the total

phenolic, ortho-diphenol and flavonoid contents.

The concentration of total phenolic content in extracts was

measured by UV spectrophotometry, based on a colorimetric oxi-

dation/reduction reaction (Skerget et al., 2005). The oxidizing

agent used was Folin–Ciocalteu reagent. To 0.5 ml of diluted ex-

tract, 2.5 ml of Folin–Ciocalteu reagent (diluted 10 times with

water) was added and, after 8 min, 2 ml of Na2CO3 (75 g lÿ1) was

added. The sample was incubated for 5 min at 50 °C and then

cooled. For the blank, 0.5 ml of methanol was used instead of the

extract. The absorbance was measured at 760 nm against the

reagent blank. Gallic acid in methanol was used as an external

standard to prepare calibration curve in the range 0–70 mg lÿ1
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(Y = 0.0142X; Y: The absorbance at 760 nm; X: gallic acid concen-

tration; R2 = 0.9936). The results were expressed in milligram of

gallic acid equivalents per gram of dry matter of olive leaves (mg

GAE gÿ1 DM).

Ortho-diphenol content was also determined by colorimetric

reaction according to Blekas, Psomiadou, Tsimidou, and Boskou

(2002). An aliquot (0.2 ml) of the methanol extract was diluted

with water to a volume of 1 ml and then a 0.1 M phosphate buffer

(1 ml) and a 5% sodium molybdate solution (2 ml) were added. For

the blank, 0.2 ml of methanol was used instead of the extract.

Absorbance was measured after 15 min at 350 nm against the re-

agent blank. Caffeic acid in methanol served as a standard for prep-

aration of calibration curve in the range 0–100 mg lÿ1 (Y = 0.0049X;

Y: The absorbance at 350 nm; X: caffeic acid concentration;

R2 = 0.9979). The results were expressed in milligram of caffeic

acid equivalents per gram of dry matter of olive leaves (mg CAE

gÿ1 DM).

The content of total flavonoids was determined according to the

method used by Lee et al. (2009). The sample solution (1 ml) was

placed in a test tube with diethylene glycol (10 ml) and 1 N NaOH

solution (1 ml) and allowed to stand for 30 min. For the blank, 1 ml

of methanol was used instead of the extract. The absorbance was

measured at 420 nm against the reagent blank.

Rutin in methanol served as a standard for the preparation of

the calibration curve in the range 0–250 mg lÿ1 (Y = 0.0031X; Y:

The absorbance at 420 nm; X: rutin concentration; R2 = 0.9991).

The results were expressed in milligram of rutin equivalents per

gram of dry matter of olive leaves (mg RE gÿ1 DM).

All determinations of the total phenolic, ortho-diphenol and fla-

vonoid contents were performed in triplicate for each extract of ol-

ive leaves.

2.6. Determination of total antioxidant capacity

The Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) assessment

of methanol extract was determined in terms of radical scavenging

ability by using improved ABTS+ radical cation decolorization assay

(Re et al. (1999). Stock solution of ABTS+ radical cation was pre-

pared by mixing 7 mM ABTS [2, 2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazo-

line-6-sulphonic acid) diammonium salt] and 2.45 mM potassium

persulfate. The ABTS+ solution was diluted with ethanol to an

absorbance of 0.70 (± 0.03) at 734 nm and equilibrated at 30 °C.

Ten microliters of sample was added to 1 ml ABTS+ solution and

the absorbance decrease at 734 nm was recorded after 6 min. Per-

centage inhibition of oxidation (PI) was calculated for each sample

according to the following equation:

PIð%Þ ¼
ðOD0 ÿ OD6minÞ � 100

OD0

ð3Þ

where OD0 denotes the initial absorbance of diluted ABTS+ and

OD6min denotes the absorbance of the sample after 6 min of

reaction.

Series of dilutions were prepared such that they produced

between 20% and 80% inhibition of the blank absorbance. Trolox

was used as an external standard to prepare the calibration curve

in the range 125–312.5 mg lÿ1 (Y = 43.21X; Y: percentage inhibi-

tion; X: Trolox concentration; R2 = 0.9961).TEAC calculation was

performed as following:

TEACðmMÞ ¼
PI � dilution

43:21
ð4Þ

The results were expressed as millimoles Trolox Equivalent Antiox-

idant Capacity (mM TEAC) in the methanol extract.

All determinations were performed in triplicate for each olive

leaves extract.

2.7. HPLC analyses of phenolic compounds

HPLC analyses were performed with an analytical HPLC unit

(Agilent technologies 1200 series), equipped with a diode array

detector. The stationary phase was an AtlantisÒ Waters dC18 col-

umn (5 lm particle size; 250 mm; 4.6 mm).

The mobile phases were formic acid (19:1) (A) and methanol

(B), starting with 5% B and installing a gradient to obtain 15% B

at 3 min, 25% B at 13 min, 35% B at 25 min, 45% B at 35 min, 50%

B at 40 min, 100% B at 45 min, 5% B at 46 min, and finally, re-equil-

ibration for 4 min to return to the initial composition.

The flow rate was 0.9 ml minÿ1 with elution at room tempera-

ture. The injection volume was 10 ll and chromatograms were re-

corded at 280 nm. The data were processed on the ChemStation

Agilent technologies software.

Phenolic compounds in methanol extracts were identified by

matching the retention time and the UV spectra of a peak in the ex-

tract chromatogramwith the peak of a known standard compound.

Identifications were confirmed by analyzing a sample supple-

mented by the corresponding standard.

Phenolic compounds quantification was achieved by calibration

curves relative to external standards, developed by injecting differ-

ent amounts of a known standard compound in the HPLC column

(For oleuropein: Y = 0.0032X; R2 = 1.000; for verbascoside:

Y = 0.001X; R2 = 0.9990; for rutin: Y = 0.0012X; R2 = 0.9989. where

Y: mass of the standard (lg) and X: air of corresponding peak).

2.8. Molecular mass distribution of polyphenolics

Chromatography gel filtration on Sephadex G-50 was used to

analyze the polymeric aromatic fraction present in olive leaves

aqueous extract. A powder (2 g) made from the olive leaves was

mixedwith water (20 ml). After 5 min, themixture was centrifuged

for 15 min at 3000 rpm. The supernatant was recovered and filtered

through a 1.2 lmfilter. Threemilliliters of this aqueous extract was

placed on a Sephadex coarse G-50 column (2.5–60 cm) previously

equilibrated with NaNO3 0.05 M containing 0.02% sodium azide at

a flow rate of 0.6 ml minÿ1. Sample was collected on the basis of

3 ml per tube. The optic density of these fractions was measured

spectrometrically at 280 nm. The columnwas calibratedwith syrin-

gic acid (MM = 198 Da), lysozym (MM = 15 kDa) and blue dextran

(MM = 200 kDa) (Asses et al., 2009).

2.9. Statistical analyses

All measurements were carried out at least in duplicate. The

mean values and standard deviations were calculated using Excel

Software Version 2003 for Windows. The results were statistically

analyzed by analysis of variance (ANOVA) and multiple range tests

using STATGRAPHICS Plus Software version 1.4 for Windows. For

all analyses, parameters were considered significant at a 95% level

when p-value <0.05.

3. Results and discussion

3.1. Effect of gamma irradiation on microbial load of dried olive leaves

3.1.1. Microbial load of dried olive leaves

Total aerobic bacteria (TAB), yeast and moulds (YM) and lactic

acid bacteria (LAB) are present in the non-irradiated control

samples, at levels of 2.5 � 102–6.65 � 102 CFU gÿ1, 1.62 � 102–

1.71 � 102 CFU gÿ1 and 0.25–3.51 � 102 CFU gÿ1, respectively.

These levels were within the range of levels reported in black tea

(Thomaset al., 2008) and in lotusNelumbonucifera rhizome (Khattak

et al., 2009). The contamination of plant materials depends on
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various parameters; such as processinghistory, the composition and

the available surface of the materials (Katusin-Razem et al., 2001).

The obtained results showed that air-dried olive leaves contain

microbial contaminants. Therefore, decontamination could be re-

quired in order to obtain safe olive leaves.

3.1.2. Decontamination dose

Gamma irradiation was investigated in order to improve micro-

biological quality of olive leaves samples, presented for the treat-

ment in two forms (POL and IOL). Different doses of (0, 5, 10, 15,

20 and 25 kGy) were applied.

The treatment of olive leaves samples with ionizing radiation

had a substantial effect on the total microbial load. Gamma irradi-

ation of olive leaves samples was found to cause a reduction in

microbial load proportional to the dose delivered, as shown in

Fig. 1. The fraction of surviving microorganisms markedly de-

creased with the increase of applied dose. Significant reduction

(p-value < 0.05) was obtained at the dose of 5 kGy. For 10 kGy dose,

the rates of lethal fraction of all studied populations and in all sam-

ples were more than 60%. Results obtained demonstrate that the

contaminant microbes still survived at 15 kGy dose and treatment

with doses from 20 kGy was proved sufficient to decrease the

microbial load under the limit of the detection.

According to WHO (1999), the 20 kGy irradiated olive leaves

samples could be considered safe for human consumption. A joint

FAO/IAEA/WHO experts committee was convened to assess the

safety and nutritional adequacy of food irradiated to doses above

10 kGy. They indicated that irradiation at doses above 10 kGy does

not produce any toxicological hazards or nutritional or microbio-

logical problems in food. They also concluded that food irradiated

to any dose appropriate to achieve the intended technological

objective is both safe to consume and nutritionally adequate

(WHO, 1999).

Our results show that, like spices and tea, gamma irradiation

could be successfully employed for olive leaves to reduce the con-

taminants of bacteria and fungal species, which may be responsible

for the degradation of nutraceutic compounds.

No information in the literature is available on the effect of

gamma irradiation on the microbial load of olive leaves, but decon-

tamination of other plants materials following gamma irradiation

are reported by several researchers. Khattak et al., 2009 indicated

that the microbial load of Nelumbo nucifera rhizome were

3.8 � 102 CFU gÿ1 for bacterial count and 9.8 � 101 CFU gÿ1 for fun-

gal count. A gamma irradiation treatment with a dose of 2 kGy was

proved to be sufficient to decrease the microbial load of Nelumbo

nucifera rhizome to less than 10 CFU gÿ1. Thomas et al. (2008) re-

ported that 7 kGy dose irradiation was effective to decontaminate

black tea samples. However, an irradiation dose of P10 kGy was

recommended to remove the microbial load of aniseed (Pimpinella

anisum) (Al Bachir, 2007). In a recent study, Bhat et al. (2010)

investigated the application of different doses of gamma irradia-

tion (0, 2.5, 5, 7.5, 10, 15 and 30 kGy) to lotus seeds for decontam-

ination purpose. A significant dose-dependent decrease in the

fungal contaminants was revealed. However, the contaminant

yeasts could survive up to 10 kGy dose, which could be completely

eliminated at 15 kGy. From the results obtained, a dose range be-

tween 10 and 15 kGy is recommended for complete decontamina-

tion of lotus seeds. Similar to our results, Kikuchi, Todoriki, Saito,

and Hayashi (2003) reported that doses of 5, 10 and 15 kGy of gam-

ma irradiation were insufficient to eliminate the contaminant mi-

crobes in Enrei and Vinton varieties of soybeans and have

recommended higher doses of gamma irradiation (20 kGy) to at-

tain total decontamination.

The lethal action of gamma irradiation on microorganisms is

owing to various reactive oxygen species (ROS) produced during

the treatment of foodstuff. ROS introduces some heavy lesions in

deoxyribonucleic acid (DNA) molecules, which are one of the prin-

cipal targets for radiation damage, preventing the DNA from func-

tioning normally and inducing alteration of protein expression.

Thus, it contributes to cellular damage (Bonura, Smith, & Kaplan,

1975).

3.1.3. Radioresistance of microbial load in olive leaves

The resistance of microflora to irradiation is expressed as a dose

required for the first 90% reduction i.e. the dose required to reduce

the initial microbial load by one log cycle (D10-value).

The D10-values determined in the present work were arranged

between 9.74 and 25.12 kGy, depending on the microbial popula-

tion and the form of samples (Fig. 2 and Fig. 3). Our D10 results

were remarkably higher than those reported in literature (Table

1). Katusin-Razem, Matic, Razem, and Mihokovic (1988) studied

the decontamination of Mint leaves (Folium menthae) by treatment

with gamma irradiation. D10-value in Mint leaves (Folium menthae)

were 1.10 kGy for total aerobic plate count and 1.30 kGy for mold

propagula. These values are widely low, in comparison with our

findings. Total aerobic plate count and mold propagula were found
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Fig. 1. Inactivation curves by gamma irradiation for total aerobic bacteria (TAB) (A),

yeast and mold (YM) (B), and lactic acid bacteria (LAB) (C) in powdered olives leaves

(POL) (-�-) and in intact olive leaves (IOL) (-j-). All data were the mean of two

replicates of samples and the vertical bars represent the standard deviations for

each data point. Initial loads were 2.50 102 CFU gÿ1 of TAB, 1.71 102 CFU gÿ1 of YM

and 3.51 102 CFU gÿ1 of LAB in POL and 6.65 102 CFU gÿ1of TAB, 1.62 102 CFU gÿ1 of

YM and 0.25 CFU gÿ1of LAB in IOL. Values in square brackets are the p-Values

determined by ANOVA between data for POL and IOL for each irradiation dose (the

significance level was set at p-value < 0.05). Values in each curve with different

letters differ significantly (p-value < 0.05).
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more radioresistant in Plantain seeds (Semen plantaginis), with D10-

value about 4.40 kGy and 3.80 kGy, respectively (Katusin-Razem

et al., 2001). However, these results are also lower than ours

findings.

It seemed that the high radioresistance of microorganisms in ol-

ive leaves is owing to the low availability of water (aw) and to the

presence of phenolic compounds, among other factors. It was re-

ported that various environmental factors affected the sensitivity

of microorganisms to radiation. At a higher availability of water

(aw), the microorganisms are more sensitive to radiation because

of more free radicals generated by the irradiation. It has been re-

ported that the efficiency of gamma irradiation on populations of

microorganisms increased with increasing moisture content of

the sewage sludge. D10 values were 1.55, 1.25, 1.16, 1.10 and

1.02 kGy for the sludge moisture content of 2%, 20%, 40%, 60%

and 80%, respectively (Al-Bachir, Al-Adawi, & Asma, 2003). Besides,

phenolic compounds in olive leaves act as scavengers of the radi-

cals (Lee et al., 2009) leaving fewer radicals to react with the organ-

ism. Therefore, the radiosensitivity of microorganisms in olive

leaves was low.

The resistance of microorganisms to gamma irradiation is

dependant on the kinds of population. In both POL and IOL sam-

ples, LAB was found the most radioresistant population, followed

by YM and then by TAB. Previously, it has been reported that gram

(+) bacteria, such as LAB, are more radioresistant than gram (ÿ)

bacteria (Ayari et al., 2009). For each irradiation dose and each

population, the difference between the radioresistance of miroor-

ganisms on POL and on IOL was not statistically significant (p-Val-

ues > 0.05) (Fig. 1).

3.2. Effect of gamma irradiation on antioxidant capacity of olive leaves

extract

Although irradiation is proven to be an adequate technology for

the decontamination of olive leaves, the investigation of the effect

of this treatment on antioxidative characteristics could be of inter-

est when considering vegetable material as a food additive or

medicinal plant.

The antioxidant capacity of methanol extract of irradiated and

non-irradiated olive leaves samples was performed in terms of rad-

ical scavenging ability according to the ABTS/K2S8O2 method. It is

expressed as Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC). Meth-

anol extract of non-irradiated samples showed a TEAC value of

1.546 and 1.324 mM for POL and IOL samples, respectively. These

results confirmed the findings of Benavente-Garcia et al. (2000),

who obtained a TEAC value of 1.58 mM.

In the present study, gamma irradiation treatment did not show

any significant effect (p-Values > 0.05) on antioxidant capacity of
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Fig. 2. Radioresistance curves of total aerobic bacteria (TAB) (A), yeast and mold

(YM) (B), and lactic acid bacteria (LAB) (C) in powdered olives leaves (POL) and

determination of D10-values. All data were the mean of two replicates of samples

and the vertical bars represent the standard deviations for each data point.
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determination of D10-values. All data were the mean of two replicates of samples

and the vertical bars represent the standard deviations for each data point.

F. Aouidi et al. / Food Chemistry 127 (2011) 1105–1113 1109



Author's personal copy

both POL and IOL samples (Table 2). This could be attributed to the

low water content, which limited the possibility of free radicals

being formed (Murcia et al., 2004). In fact, radiolysis of water re-

sults in the production of radicals such as hydrated electrons, hy-

droxyl radicals and hydrogen atoms. These radicals may break

some bonds, leading to the possible structure modifications of

some active principles that have antioxidant capacity.

Though various researchers have worked on the antioxidant

capacity of olive leaves (Altiok, Baycin, Bayraktar, & Ulku, 2008;

Benavente-Garcia et al., 2000; Kiritsakis et al., 2010; Lee et al.,

2009), nothing was reported on the effect of gamma irradiation

on this property. However, the effect of the irradiation technology

on antioxidant capacity was reported for other plants and spices.

Our finding was in agreement with that of Lee, Jo, Sohn, Kim, and

Byun (2006), who reported the absence of a significant effect of

gamma irradiation at 20 kGy on antioxidant capacity of green tea

byproducts and green tea leaf extracts. Murcia et al. (2004) also re-

vealed that irradiation up to 10 kGy did not have any effect on the

antioxidant capacities of seven dessert spices.

Nevertheless, some studies indicated an enhancement of anti-

oxidant capacity by gamma irradiation processing of some vegeta-

ble materials, such as almond skin treated up to a 16 kGy dose

(Harrison & were, 2007) and Nelumbo nucifera rhizome treated

up to a 6 kGy dose (Khattak et al., 2009). Gamma irradiation could

also reduce the antioxidant capacity as observed in Glycyrrhiza

glabra root treated up to a 25 kGy dose (Khattak & Simpson, 2010).

3.3. Effect of gamma irradiation on phenolic compounds content in

dried olive leaves

The nutraceutical property of olive leaves is attributed to phe-

nolic compounds, which play an antioxidant role by reducing the

free radicals and the reactive oxygen species. Gamma irradiation

could modify the structure of phenolic compounds, depending on

the environmental conditions. Therefore, it is interesting to inves-

tigate the effect of gamma irradiation on phenolic compounds con-

tent in treated olive leaves.

3.3.1. Total phenolics content

The total phenolics content of irradiated and control samples of

olive leaves was determined in methanol extracts using the Folin–

Ciocalteau’s phenol reagent (Table 3). The total phenolics contents

were 53.05 and 63.98 mg gÿ1 DM in the POL and IOL control sam-

ples, respectively. An earlier study by Kiritsakis et al. (2010) re-

ported that total phenolics contents in olive leaves of three Greek

cultivars were 60.9, 55.7 and 61.9 mg gÿ1 DM. While, Lee et al.

(2009) found 148 mg gÿ1 of total phenolics in 80% ethanol extract

of olive leaves.

Gamma irradiation at all the tested doses (5, 10, 15, 20 and

25 kGy) did not affect significantly the total phenolics content (p-

Values > 0.05) in both POL and IOL samples, in comparison with

non-irradiated control samples.

This result was in agreement with that of Koseki et al. (2002)

who did not observe any significant changes in the total phenolics

content of sweet basil (Ocimum basilicum Linné) at doses up to

30 kGy. A similar observation was reported for green tea byprod-

ucts and green tea leaf extracts treated by gamma irradiation at

dose of 20 kGy (Lee et al., 2006). However, gamma irradiation

treatments have been shown to either increase or decrease the

total phenolics content of plants materials, which is dependent

on the dose delivered and the raw material used. Khattak et al.

(2009) reported that gamma irradiation treatment at dosage levels

of 1, 2, 4 and 6 kGy increased the yield of total phenolics in

Nelumbo nucifera rhizome. A similar effect was observed on

irradiated almond skin (Harrison &Were, 2007). In contrast to this,

it has been found that gamma irradiation, up to 30 kGy (10 inter-

vals), decreased total phenolics in dehydrated rosemary (Rosmari-

nus officinalis Linné) (Koseki et al., 2002).

3.3.2. Ortho-diphenols content

Total phenolics content in olive leaves has been reported in the

past (Boudhrioua, Bahloul, Ben Slimen & Kechaou, 2009; Kiritsakis

et al., 2010; Lee et al., 2009), but to our knowledge, no previous

studies were carried out on ortho-diphenols content in olive leaves.

Ortho-diphenols, especially hydroxytyrosol and caffeic acid, are the

most active antioxidants among the olive phenols. Ortho-diphenols

levels (Table 3) were 9.46 and 8.52 mg gÿ1 DM in POL and IOL con-

trol samples, respectively.

The effect of gamma irradiation on the ortho-diphenols contents

in olive leaves depends on the delivered dose and on the form of

Table 1

Dose D10 required for decimal reduction of microbial load in various materials by gamma irradiation treatment.

Irradiated materials Microbial population D10
* (kGy) Reference

Sewage sludge Total microbial count 1.02–1.55 Al-bachir et al. (2003)

Mint leaves (Folium menthae) Total aerobic plate count 1.10 Katusin-Razem et al. (1988)

Linden flowers (Flos tiliae) Total aerobic plate count 1.40 Katusin-Razem et al. (1988)

Plantain seeds (Semen plantaginis) Total aerobic plate count 4.40 Katusin-Razem et al. (2001)

Milled Plantain seeds (Semen plantaginis) Total aerobic plate count 9.90 Katusin-Razem et al. (2001)

Intact olive leaves (olea europaea) Total aerobic bacteria 9.74 This work

Powdered olive leaves (olea europaea) Total aerobic bacteria 11.65 This work

Linden flowers (Flos tiliae) Mold propagula 0.80 Katusin-Razem et al. (1988)

Mint leaves (Folium menthae) Mold propagula 1.30 Katusin-Razem et al. (1988)

Plantain seeds (Semen plantaginis) Mold propagula 3.80 Katusin-Razem et al. (2001)

Intact olive leaves (olea europaea) Yeast and mold 10.63 This work

Powdered olive leaves (olea europaea) Yeast and mold 13.92 This work

Powdered olive leaves (olea europaea) Lactic acid bacteria 15.40 This work

Intact olive leaves (olea europaea) Lactic acid bacteria 25.12 This work

* D10 is the dose required to inactivate a 1Log10 cycle of the initial population.

Table 2

Antioxidant capacity in olive leaves presented in intact and powdered forms to

gamma irradiation at different doses.

Irradiation dose

(kGy)

Antioxidant capacity (mM TE)

Powdered olive leaves

(POL)

Intact olive leaves

(IOL)

0 1.54 ± 0.09ab 1.32 ± 0.30a

5 1.57 ± 0.13 a 1.79 ± 0.29a

10 1.60 ± 0.15a 1.55 ± 0.48a

15 1.36 ± 0.17b 1.81 ± 0.27a

20 1.55 ± 0.07ab 1.37 ± 0.52a

25 1.49 ± 0.15ab 1.47 ± 0.29a

TE: Trolox equivalents.

Results were expressed as Mean ± standard deviation. All results were the mean of

at least 4 replicates.

Values in each column with different letters differs significantly (p-Values < 0.05).
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samples presentation to treatment (POL or IOL). Statistical analysis

by ANOVA showed a significant variation (p-Values < 0.05) in ortho-

diphenols content in POL samples, depending on irradiation dose.

While no significant effect (p-Values > 0.05) was observed for irra-

diated IOL samples, in comparison with the control. Ortho-diphe-

nols in IOL seemed to be protected from the action of gamma

irradiation, owing to the compartmentalization.

3.3.3. Flavonoids content

The flavonoids contents were determined in methanol extracts.

The non- irradiated olive leaves showed 18.68 and 18.65 mg gÿ1

DM of flavonoids in POL and IOL samples, respectively (Table 3).

It should be mentioned that the levels of flavonoids contents in

this investigation were lower than that found in an 80% ethanol

extract (58 mg gÿ1) (Lee et al., 2009). However, when considering

the abundance percent of flavonoids against total phenolics, our

finding (about 29%-35%) was in the range of level reported by

Lee et al. (2009) (39%).

One of the prominent and medically most useful properties of

many flavonoids is their ability to scavenge free radicals

(Benavente-Garcia et al., 2000).

The gamma irradiation treatment did not have any detrimental

effect on flavonoids contents in IOL samples. However, treated POL

samples showed significant variation (p-Values < 0.05) of flavo-

noids content, comparing to the control. This finding is in agree-

ment with that of ortho-diphenols contents.

There is no information available in the literature on the effect

of gamma irradiation on the flavonoids content of olive leaves.

However for other plant materials, diverse effects of radiation have

been reported.

Koseki et al. (2002) showed that there was no significant effect

of irradiation, up to 30 kGy, of three herbs: sweet basil (Ocimum

basilicum Linné), Rosemary (Rosmarinus officinalis Linné) and Arti-

choke (Cynara scolymus Linné). Also, gamma irradiation (1–6 kGy)

did not affect some flavonoids, notably ellagic acid derivatives

and quercitin concentrations, in strawberries (Breitfellner, Solar,

Table 3

Total phenolics, ortho-diphenols and flavonoids contents in olive leaves presented in intact and powdered forms to gamma irradiation at different

doses.

Form of presentation Irradiation dose

(kGy)

Total phenolics content (mg

GAE gÿ1 DM)

Ortho-diphenols content (mg

CAE gÿ1 DM)

Flavonoids content (mg

RE gÿ1 DM)

Powdered olive

leaves (POL)

0 53.05 ± 1.61ab 9.46 ± 0.72a 18.68 ± 0.27a

5 50.11 ± 1.56a 8.19 ± 0.68b 14.62 ± 0.96c

10 54.21 ± 1.44b 11.57 ± 0.68c 17.75 ± 0.29ab

15 50.66 ± 4.53ab 10.05 ± 0.19a 16.71 ± 1.09b

20 53.46 ± 3.37ab 9.31 ± 0.20ab 20.19 ± 1.13d

25 53.18 ± 2.02ab 9.98 ± 1.52a 20.16 ± 1.43d

Intact olive leaves

(IOL)

0 63.98 ± 3.47a 8.52 ± 2.91ab 18.65 ± 0.44a

5 56.61 ± 1.39b 7.47 ± 1.50ab 15.03 ± 0.52a

10 59.12 ± 3.18ab 9.03 ± 0.56ab 16.05 ± 0.27a

15 60.96 ± 7.61ab 10.20 ± 1.49a 15.23 ± 2.23a

20 59.23 ± 2.93ab 7.34 ± 1.94b 18.07 ± 3.74a

25 62.09 ± 1.86ab 7.82 ± 2.01ab 18.11 ± 4.19a

GAE: gallic acid equivalents; CAE: caffeic acid equivalents; RE: rutin equivalents; DM: dry matter.

Results were expressed as mean ± standard deviation. All results were the mean of at least 4 replicates.

Values in each column with different letters differs significantly (p-Values < 0.05).

Table 4

Effect of gamma irradiation on oleuropein, verbascoside and rutin contents in intact and powdered olive leaves samples.

Form of presentation Irradiation dose (kGy) Oleuropein (mg gÿ1 DM) Verbascoside (mg gÿ1 DM) Rutin (mg gÿ1 DM)

Powdered Olive leaves (POL) 0 27.47 ± 0.06a 0.79 ± 0.12a 0.60 ± 0.04a

5 27.96 ± 3.12a 0.77 ± 0.10a 0.80 ± 0.12a

10 25.16 ± 3.05a 0.66 ± 0.06a 0.72 ± 0.04a

15 22.78 ± 1.79a 0.55 ± 0.08a 0.67 ± 0.06a

20 24.21 ± 2.13a 0.60 ± 0.15a 0.71 ± 0.08a

25 23.17 ± 2.11a 0.58 ± 0.08a 0.67 ± 0.11a

Intact olive leaves (IOL) 0 19.86 ± 0.54a 0.20 ± 0.04a 0.94 ± 0.13a

5 20.79 ± 1.70a 0.14 ± 0.01a 0.61 ± 0.08a

10 17.11 ± 1.80a 0.15 ± 0.01a 0.62 ± 0.04a

15 17.46 ± 2.28a 0.15 ± 0.04a 0.64 ± 0.11a

20 18.13 ± 1.30a 0.20 ± 0.01a 0.86 ± 0.22a

25 18.96 ± 2.11a 0.20 ± 0.04a 0.95 ± 0.19a

DM: dry matter.

Results were expressed as mean ± standard deviation. All results were the mean of 2 replicates.

Values in each column with different letters differs significantly (p < 0.05).

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

0 20 40 60 80 100 120

Fractions

O
D

 a
t 

2
8
0
n

m

1 32

Fig. 4. Effect of gamma irradiation of powdered olive leaves on molecular mass

distribution of polyphenolics: The elution pattern of aqueous extract from non-

irradiated (-�-) and 20 kGy irradiated (-h-) sample, obtained by gel filtration

chromatography on Sephadex G50. 1: Blue dextran (MM = 200 kDa), 2: Lysosym

(MM = 15 kDa), 3: Syringic acid (MM = 198 Da).
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& Sontag, 2002). Nevertheless, this treatment noticeably dimin-

ished some other flavonoids, notably catechin and kaempferol

components, in strawberries materials (Breitfellner et al., 2002).

3.3.4. Molecular mass distribution of polyphenolics

Gel filtration chromatography on Sephadex G50 was used to

analyze the polymeric aromatic fraction present in aqueous extract

of olive leaves. The elution pattern of untreated POL sample (Fig. 2)

showed one peak, corresponding to a family of aromatics with

molecular mass between 198 Da (molecular mass of syringic acid)

and 15,000 Da (molecular mass of lysosym).

The elution pattern of irradiated POL sample at a 20 kGy dose

coincides with that of the untreated POL sample. Thus, it can be

conclude that gamma irradiation did not affect the molecular mass

distribution of polyphenolics in olive leaves. According to this re-

sult, it could be suggested that gamma irradiation of air-dried olive

leaves does not lead to polymerization, hydrolysis or oxidation of

polyphenolic compounds.

3.3.5. HPLC analyses of methanol extract

HPLC analyses were carried out in order to quantify three phe-

nolic compounds (Oleuropein, verbascoside and rutin) in the meth-

anol extract of olive leaves samples. Table 4 showed the content of

oleuropein, verbascoside and rutin in the control and the irradiated

samples of POL and IOL.

Oleuropein was found to be the major phenolic compound in ol-

ive leaves as reported by many authors (Benavente-Garcia et al.,

2000; Kiritsakis et al., 2010; Lee et al., 2009).

Oleuropein contents in the control sample were 27.47 and

19.86 mg gÿ1 DM in POL and IOL, respectively. These levels were

consistent with the finding of Japon-Lujan, Luque-Rodriguez, and

de Castro (2006) who extracted up to 23 mg gÿ1 of oleuropein.

Altiok et al. (2008) extracted 2 to 91 mg gÿ1 of oleuropein, depend-

ing on extraction solvent. Verbascoside (0.79 mg gÿ1 DM in POL

and 0.20 mg gÿ1 DM in IOL) and rutin (0.60 mg gÿ1 DM in POL

and 0.94 mg gÿ1 DM in IOL) were minor phenolic compounds in

olive leaves. The level of verbascoside is within the range of levels

reported by Japon-Lujan et al. (2006) (0.4 mg gÿ1). However, the le-

vel of rutin is markedly lower than those showed by Altiok et al.

(2008) (around 0.5–20 mg gÿ1, depending on extraction solvent).

Gamma irradiation did not have any significant effect (p-Val-

ues > 0.05) on oleuropein, verbascoside and rutin contents in both

the POL and IOL samples. In a previous study (Schindler, Solar, &

Sontag, 2005), it was shown that gamma irradiation treatment (2,

4, and 6 kGy) markedly reduced the concentration of rutin in

tomato.

4. Conclusion

The results of our investigations showed that the gamma irradi-

ation treatment effectively reduces the numbers of microorgan-

isms present in air-dried olive leaves. A dose of 20 kGy was

required to decontaminate the studied materials. Microbial popu-

lations in this material are highly radioresistant (D10: 9.74–

25.12 kGy). The high radioresistance seemed to be attributed to

the presence of phenolic compound and to the low availability of

water in dried olive leaves.

Despite the high doses, the irradiation dose up to 25 kGy didn’t

alter the antioxidant capacity, molecular mass distribution of poly-

phenolics, total phenolics, ortho-diphenols, flavonoids, oleuropein,

verbascoside and rutin contents in olive leaves.

To conclude, gamma irradiation is a promising technology for

decontamination of air-dried olive leaves. In fact, it improves

microbial quality of olive leaves without altering the phenolic

composition and the antioxidative properties. (Fig. 4).
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                 Conclusion & Perspectives 

  

 Les pays méditerranéens, et en particulier la Tunisie, possèdent un patrimoine oléicole 

très important. Dans ces pays, la culture et l’industrie oléicole engendre des quantités énormes 

de feuilles d’olivier, généralement sous-exploitées. Des études scientifiques montrent des 

valeurs ajoutées importantes des feuilles d’olivier, dont principalement leurs propriétés 

bénéfiques pour la santé humaine. Ceci nous a encouragé à étudier et proposer des voies de 

valorisation de cette biomasse renouvelable pour un développement durable du secteur 

oléicole et la contribution à la connaissance scientifique internationale dans ce domaine.   

***** 

 Au terme de ces travaux de thèse, des résultats promoteurs ont été obtenus et ils ont 

été présentés dans trois grandes parties.  

  
Les travaux de recherche de la 1ère partie ont été orientés vers un volet analytique. 

L’objectif de cette partie était l’application d’une approche novatrice de spectroscopie moyen 

infrarouge à transformé de Fourrier (FT-MIR) associée à des traitements chimiométriques, 

pour des analyses qualitatives et quantitatives des feuilles d’olivier. Cette méthode analytique 

est une technique prometteuse en raison de ses multiples avantages (sa simplicité, sa rapidité, 

son cout faible…).  

Dans l’optique d’une analyse qualitative, des feuilles d’olivier de 5 variétés 

tunisiennes ont été collectées (75 lots) et préparées pour être analysées par spectroscopie FT-

MIR. Une banque des données spectrales a été établie. Des traitements chimiométriques des 

différents spectres MIR ont été effectués. L’analyse en composante principale a montré la 

discrimination des spectres MIR des feuilles d’olivier selon leur classe variétale. Pour chaque 

variété, un modèle de classification a été construit en utilisant la méthode discriminante des 

moindres carrés partiels (PLS-DA : Partiel Least Square-Discriminant Analysis). Les cinq 

modèles construits ont été démontré acceptables avec des coefficients de détermination R2

proche de 1 (0,96 à 0,98), des erreurs standard de calibration SEC faibles (0,047 à 0,073), des 
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erreurs standard de prédiction SEP faibles (0,182 à 0,216) et des biais faibles (-0,019 à -

0,083). Les modèles construits ont permis une correcte classification (100%) des 5 variétés 

tunisiennes étudiées. Ainsi, nous avons mise en évidence la possibilité de la reconnaissance 

variétale des oliviers en analysant des feuilles d’olivier, matériel persistant tout l’année, par la 

méthode rapide de spectroscopie FT-MIR combinée avec des traitements chimiométriques. 

Étant donné que les feuilles d’olivier représentent une source d’oleuropéine (composé 

phénolique d’intérêt), nous avons examiné le potentiel quantitatif de la spectroscopie FT-

MIR, combinée avec des traitements chimiométriques, pour le dosage de l’oleuropéine dans 

les feuilles d’olivier. Les valeurs de référence des concentrations de l’oleuropéine dans 105 

échantillons ont été déterminées par la méthode de HPLC. Les mêmes échantillons ont été 

analysés par spectroscopie FT-MIR. Les données spectrales ont été corrélées avec les valeurs 

de référence des concentrations de l’oleuropéine en appliquant la méthode de régression des 

moindres carrés partiels (PLS : Partiel Least Square). Le modèle de régression obtenue est 

satisfaisant, avec une erreur relative de prédiction de 8 % et un coefficient de corrélation de 

0,91 et 0,74 respectivement pour les données de calibration et de celles de validation. Ainsi, 

nous pouvons proposer la spectroscopie FT-MIR comme méthode alternative à la méthode de 

HPLC pour la  quantification de l’oleuropéine dans les feuilles d’olivier. L’intérêt de cette 

méthode innovante découle dans la rapidité des analyses. En faite, une analyse par 

spectroscopie FTIR dure quelques minutes tandis qu’une analyse HPLC dure 50 min.    

Concernant les travaux de recherche relatifs à la 2ème partie de la présente thèse, 

l’objectif était l’étude de la potentialité de l’utilisation des feuilles d’olivier (sous forme de 

poudre ou d’extrait) comme additif alimentaire. Le modèle alimentaire utilisé était la viande 

bovine hachée.  

Au terme des études microbiologiques, nous avons trouvé que l’extrait des feuilles d’olivier 

montre un effet antimicrobien contre les 4 germes pathogènes étudiés (Listeria monocytogène, 

Bacillus cereus, Salmonella enterica sérovar zanzibar et Pseudomonas aeruginosa) et qui ont 

été inoculés artificiellement dans les viandes bovines hachées. Une dose de 50 �g de phénol 

dans l’extrait/g de viandes hachées est suffisante pour la diminution du nombre du survivants 

des pathogènes étudiées durant la conservation réfrigérée des viandes hachées crues. Outre, 

l’extrait des feuilles d’olivier a diminué la thermorésistance des germes pathogènes, par effet 

antimicrobien synergique. De ces résultats, nous pouvons suggérer l’utilisation du l’extrait 

des feuilles d’olivier pour la préservation des viandes bovines hachées contre les pathogènes.          
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La préservation de la qualité microbiologique, en termes du nombre de flore mésophile 

aérobie totale et du nombre des coliformes totaux, des viandes bovines hachées crues par effet 

du l’extrait des feuilles d’olivier a été aussi observée. Ces résultats témoignent l’augmentation 

de la date limite de consommation (DLC) de la  viande bovine hachée en présence d’extrait 

des feuilles d’olivier. La DLC, déterminée par la méthode de vieillissement accéléré, s’élève 

de 8 jours pour le témoin à 11 et 17 jours pour les échantillons contenant respectivement les 

doses 50 et 150 µg de phénols /g de viandes crues conservées à une température de +4°C. 

Outre la préservation de la qualité microbiologique, nous avons montré l’effet préservatif des 

feuilles d’olivier (en forme d’extrait ou de poudre) contre l’altération oxydative des viandes 

bovines hachées crues et cuites durant la conservation réfrigérée. En effet, les feuilles 

d’olivier ont limité l’oxydation de l’oxymyoglobine en métmyoglobine et des lipides. Et ainsi, 

elles retardent le brunissement de la couleur et l’apparition du goût du rancissement.      

L’incorporation des feuilles d’olivier (en forme d’extrait ou de poudre) a aussi amélioré les 

qualités technologiques des viandes bovines hachées. En effet, les échantillons additionnés 

des feuilles d’olivier possèdent des pH proches à la neutralité et ainsi ils montrent des pertes à 

la conservation, à la cuisson et à la décongélation plus faibles par rapport à celles du témoin. 

Une amélioration de la capacité de rétention d’eau et du rendement technologique de 

saumurage-cuisson de NAPOLE - c.à.d. l’aptitude à la transformation- ont été aussi obtenues 

par effet d’ajout des feuilles d’olivier dans les viandes bovines hachées.  

Ces résultats biochimiques et technologiques ont été notés pour les doses testées 100 et 150 

µg de phénols /g de viandes bovines hachées crues. Pour ces même doses, les feuilles 

d’olivier, que ce soit incorporées en forme d’extrait ou de poudre, n’influe pas 

significativement les propriétés sensorielles des viandes bovines crues et cuites.     

Au terme de ces résultats, nous avons mis en évidence les propriétés techno-fonctionnelles 

des feuilles d’olivier dans un modèle alimentaire. Et ainsi, nous pouvons proposer les feuilles 

d’olivier comme additif alimentaire potentiel pour la préservation des viandes hachées.   

Dans la 3ème partie des travaux de recherche de cette présente thèse, notre intérêt a été 

porté vers l’étude des effets du deux traitements technologiques (traitement thermique et 

traitement d’irradiation) sur les composés phénoliques et les capacités antioxydants des 

feuilles d’olivier.  

Nos résultats montrent que les conditions de préparation des tisanes des feuilles d’olivier 

(temps, température et dose) affectent la composition phénolique et le pouvoir antioxydant du 

l’extrait obtenu. Un traitement de décoction (ébullition) des feuilles sèches en poudre est le 
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plus favorable, par rapport à un traitement de macération, pour l’obtention d’une tisane avec 

une meilleure extractabilité des composés phénoliques et un meilleur pouvoir antioxydant. 

Nous avons aussi trouvé qu’un traitement d’ébullition diminue la concentration en phénols 

totaux mais il augmente le pouvoir antioxydant d’un extrait aqueux des feuilles d’olivier. 

Nous avons démontré que cet effet est du à un phénomène d’hydrolyse des polymères 

phénoliques et à l’augmentation significative des pourcentages d’abondance de rutine, 

oleuropéine et acide caféique dans l’extrait. Ainsi, un traitement thermique pourrait être de 

grande utilité pour l’amélioration des capacités antioxydantes et de l’extractabilité des 

composés phénoliques dans une tisane des feuilles d’olivier.                     

A propos du traitement des feuilles d’olivier par irradiation ionisante gamma, l’étude 

microbiologique a montré que la dose de décontamination est 20 kGy pour les 2 formes 

sèches des feuilles d’olivier (complètes et en poudre). Vue la faible teneur en eau des feuilles 

sèches d’olivier et leur richesse en composés phénoliques, la radiorésistance de sa population 

microbienne a été trouvé élevée. En faite, les valeurs de D10 sont 9,74-11,65 kGy pour les 

bactéries aérobies totales ; 10,63-13,90 kGy pour les levures et moisissures ; et 15,40-25,12 

kGy pour les bactéries lactiques. L’irradiation gamma jusqu’à une dose de 25 kGy (à 

intervalle de 5 kGy) n’avait pas significativement affecté la teneur en phénols totaux, en 

ortho-diphénols, en flavonoïdes, en oleuropéine, en verbascoside et en rutine. La distribution 

des polyphénols selon leur masse moléculaire, analysée par chromatographie par filtration sur 

gel Sephadex, n’a pas été aussi modifiée. La capacité antioxydante a été aussi maintenue dans 

la gamme des doses utilisées d’irradiation gamma. Ainsi, le traitement par irradiation gamma 

pourrait être suggéré comme technique de décontamination des feuilles d’oliviers, qui 

améliore la qualité microbiologique de ce matériel toute en préservant sa composition 

phénolique et ses propriétés antioxydantes. 

***** 

 Comme perspective à la 1ère partie de cette présente thèse, il serait intéressant de 

continuer l’étude spectroscopique FT-MIR des feuilles d’olivier, tout en incluant différents 

variables (tel que : le temps de collecte des feuilles d’olivier, l’âge des feuilles, l’âge des 

oliviers, les conditions climatiques, l’origine géographique…). Cette étude plus approfondie 

est indispensable pour améliorer la robustesse des modèles de prédiction variétale et de 

prédiction de la teneur de l’oleuropéine dans les feuilles d’olivier.   

Une étude d’intégration de l’approche FT-MIR dans la méthodologie globale de la 

reconnaissance variétale des oliviers serait de grande utilité, pour être adopté par le conseil 

oléicole international. 



Thèse Fathia AOUIDI                                                        CONCLUSION & PERSPECTIVES   

117

 Les résultats de la 2ème partie de la présente thèse, concernant l’incorporation des 

feuilles d’olivier dans les viandes bovines hachées, sont encourageants. Cependant, il est 

indispensable d’évaluer la toxicité de cet additif. L’aliment formulé constitue par définition un 

aliment fonctionnel. Des études plus poussées (in vivo, étude clinique…) devront être effectué 

afin d’évaluer l’effet bénéfique pour la santé des feuilles d’olivier tout en étant mélangées 

avec les viandes bovines hachées.  

 L’étude du l’effet des différents traitements technologiques sur plusieurs fonctions 

thérapeutiques (activité hypoglycémiante, activité hypolipidimique, activité anti-inflamatoire, 

activité anti-cancérigène, activité antimicrobienne) des feuilles d’olivier pourrait constituer 

une continuité pour la 3ème partie de la présente thèse.             
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Annexe -1- Composition des Milieux de culture utilisés (g L
-1

) 

Bouillon Man Rigosa et Sharp (MRS)  
Peptone...............................................10                             
Extrait de viande..................................5                              
Extrait de levure ..................................5                   
D(+)-Glucose .....................................20                                    
Phosphate hydrogene dipotassium.......2       
Citrate hydrogene diammonium...........2           
Acetate de sodium................................5                                   
Sulfate de Magnésium.......................0,1                          
Sulfate de manganèse......................0,05                         
Tween 80.......................................1ml/L                                            
pH................................................6 ± 0,2 

Gélose Man Rigosa et Sharp (MRS)  
Peptone.............................................. 10                             
Extrait de viande..................................5                              
Extrait de levure ..................................5                   
D(+)-Glucose .....................................20                                    
Phosphate hydrogene dipotassium.......2       
Citrate hydrogene diammonium...........2           
Acetate de sodium................................5                                   
Sulfate de Magnésium.......................0,1                          
Sulfate de manganèse......................0,05                         
Agar ...................................................15                                                  
Tween 80......................................1ml/L                                            
pH.............................................6,5 ± 0,2 

Eau peptonnée  
Peptone ……………….....…….…...10 
Extrait de viande………………...…..5 
Chlorure de sodium……….…….…..7 
pH……………………….....…..7 ± 0,1 

Plate Count Agar (PCA) 
Peptone de caséine………………….5 
Extrait de levure…………….…….2,5 
Dextrose……………………………..1 
Agar……………….……………….15 
pH……………………………..7 ± 0,1 

Pseudomonas agar 
Digest Pancréatique de gélatine…....16 
Hydrolysat enzymatique de caséine..10 
Sulfate de potassium………………..10 
Chlorure de magnésium…………....1,4 
Agar…………..…………………….15 
pH………………………........7,1 ± 0,2 

Gélose Nutritive 
Peptone de gélatine…….…………...5 
Extrait de viande…………………....3 
Agar………………………………..15 
pH……………………………6,8 ± 0,2 

Bouillon nutritif 
Tryptone……………..………………10 
Extrait de viande…………….………..5 
Chlorure de sodium…………………..5 
pH………………………………7 ± 0,1 

Bouillon cystéine sélénite  
Hydrolysat enzymatique de caséine.....5 
Lactose……………………………….4 
Phosphate de di sodium……………..10 
L-Cystéine………….……………..0,01 
Sélénite hydrogène de sodium…….…4 
pH………………………………7 ± 0,2 

Salmonelle Shigelle agar (SS agar) 
Extrait de viande……………………5 
Mélange de peptone………………...5 
Lactose…………………………….10 
Mélange des sels biliaires………...8,5 
Citrate de Sodium……….………..8,5 
Thiosulfate de sodium……………8,5 
Citrate de fer………….…………….1 
Rouge neutre………………..….0,025 
Vert brillant……..…………….0,0003 
Agar…………....…………………..15 
pH…………………………..…7 ± 0,2 

Palcam : Listeria Identification Agar 
Digest peptique de tissus animal……23 
Chlorure de sodium ………………….5 
Starch ………………..……………….1 
Mannitol…………………………….10 
Citrate d’ammonium de fer………...0,5 
Esculine……….……………………0,8 
Dextrose………………...………….0,5 
Chlorure de Lithium………...…….. 1.5 
Rouge de phénol………………......0,08 
Agar……………………..…………..13 
pH………………………………7 ± 0,2 
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Annexe -2- Fiche d’évaluation sensorielle du viande bovine hachée   

Nom et prénom :                        Homme �    Femme �     Spécialité et niveau d’étude : 
Age :  

Vous disposez de 5 produits codés : 131 / 824 / 583 / 725 / 643.   

Comparez ces produits en donnant une note de 1 à 9 pour les critères suivants : 

 Apparence globale: la note 9 est donnée au produit le plus apprécié.

Produit      

Note      
Appréciation      

 Couleur : la note 9 est donnée au produit le plus apprécié.

Produit      

Note      

Appréciation      

 Odeur : la note 9 est donnée au produit le plus apprécié. 

Produit      
Note      
Appréciation      

 Texture : la note 9 est donnée au produit le plus ferme.  

Produit      

Note      
Appréciation      

 Elasticité : la note 9 est donnée au produit avec une élasticité la plus élevée 

Produit      
Note      

Appréciation      

 Jutosité : la note 9 est donnée au produit le plus sec. 

Produit      
Note      
Appréciation      

 Goût : la note 9 est donnée au produit le plus apprécié.

Produit      
Note      
Appréciation      

Remarques supplémentaire :…………………………………………………………………………………. 



Etude et valorisation des feuilles d’olivier Olea Europaea
dans l’industrie Agro-Alimentaire 

Fathia AOUIDI 

Résumé :  
Vue les propriétés bénéfiques des feuilles d’olivier pour la santé humaine, leur 

persistance toute l’année et leur quantité énorme engendrée comme sous produit de l’industrie 
oléicole dans les pays méditerranéens et en particulier en Tunisie, nous nous somme intéressé 
dans cette thèse à l’étude et la proposition des voies de valorisation de cette biomasse 
renouvelable.  

La 1ére voie proposée consiste à considérer les feuilles d’olivier comme matériel pour 
l’identification variétale des oliviers par la méthode innovante de spectroscopie moyen 
infrarouge à transformé de Fourrier (FT-MIR). Nous avons montré la discrimination des 
feuilles d’olivier selon leur origine variétal par leurs spectres moyen infrarouge. La 
reconnaissance variétale des oliviers en analysant des feuilles par cette méthode innovante a 
été mise en évidence.   
Étant donné que les feuilles d’olivier représentent une source d’oleuropéine (composé 
phénolique d’intérêt), nous avons suggéré la méthode de la spectroscopie FT-MIR pour la 
quantification rapide de ce composé dans sa matrice naturelle.   
Une autre voie proposée consiste à utiliser les feuilles d’olivier comme additif ajouté à un 
modèle alimentaire « les viandes bovines hachées ». Nos résultats montrent l’effet préservatif 
des feuilles d’olivier contre les pathogènes et l’oxydation des lipides et de l’oxymyoglobine 
dans les viandes bovines hachées crues et cuites. Une augmentation de la date limite de 
conservation et une amélioration des propriétés technologiques des viandes bovines hachées 
ont été aussi obtenues. 
Les feuilles d’olivier sont considérées comme matériel phytothérapique pour usage humain. 
Un traitement thermique, pour la préparation de tisane des feuilles d’olivier, augmente le 
pouvoir antioxydant de l’extrait et modifie sa composition phénolique. L’irradiation ionisante, 
proposée pour la décontamination des feuilles sèches d’olivier, maintient la composition 
phénolique et le pouvoir antioxydant du matériel initial.    
  En conclusion, nos résultats ouvrent des perspectives intéressantes pour la valorisation 
des feuilles d’olivier afin d’améliorer la rentabilité du secteur oléicole.          

Mots clés :  
Feuille d’olivier Olea Europaea ; Composés phénoliques ; Oleuropéine ; Prédiction ; 
Valorisation ; Viandes bovines hachées ; Traitements technologiques.    


