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Introduction

I ntroduction

L'huile dolive est I'une des principales composantes du régime dit
« méditerranéen », connu pour son action bénéfique sur la santé (Jacotot, 1996). Elle est
caractérisée par sa composition particuliére en acides gras, en composés mineurs
appartenant a la fraction insaponifiable des huiles végétales. Ses caractéristiques
physicochimiques et antioxydantes sont définies par la norme commerciale du Conseil
Oléicole Internationa (COI, 2009) & Réglement (CEE,2568 /1991).

Plusieurs paramétres influencent la composition de |"huile comme, la variété et le
degré de maturité des fruits (Ajana et al., 1999), les méthode d extraction ( Di
Giovacchino,1999), de conservation de I'huile (Gutierrez et al., 2002) ainsi que les

conditions climatiques et agronomiques (El Antari et al., 2000).

La place de I"huile d'olive revét une importance non négligeable car elle intervient
dans la lutte contre le stress oxydant impliqué dans I’ étiologie de diverses pathologies:
I’ athérosclérose, les maladies cardiovasculaires, certains types de cancers, les pathologies
cérébrales et les dégénérescences liées au vieillissement accéléré (Jacotot, 1996; Covas,
2007).

L’objectif de la présente étude est de définir dans quelle mesure la variété est
susceptible de conditionner la teneur en composés phénoliques (polyphénoles totaux,
ortho-diphénols, flavonoides, flvonols et tannins condensés) ainsi que I'activité
antioxydante (activité antiradicalaire DPPHe, pouvoir réducteur du fer ferrique et des
phospho-molybdates et inhibition du peroxyde d’ hydrogene ) des extraits d’ huile d’olive
des deux variétés analysees (Chemlel et Azeradj); une étude comparétive entre ces varietés
a été effectuée.

L’ étude est subdivisée en trois parties :
. Lapremiére partie est consacrée a une synthése bibliographique.

. Ladeuxiéme partie porte sur I’ expérimentation qui consiste a |’ analyse physico-chimique,

ainsi gu'al’évauation de I’ activité antioxydante de ces huiles.

. Latroisiéme partie consiste au traitement des résultats et leurs discussions.
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|. Olive et technologie d’ élaboration del’ huile d’ olive
|.1. L’ olive

[.1.1. Définition et description del’olive

L'olive est le fruit de I'olivier, arbre fruitier caractéristique des régions
méditerranéennes. La couleur de I’ olive dépend du moment de sa cueillette, d’ abord verte
avant maturation, puis rose ou tournante a maturation et enfin vire au noire apres
maturation (Zarrouk et al., 1996).

L’olive est constituée de trois parties: |’épicarpe compose de |'épiderme et de la
cuticule, le mésocarpe (la pulpe) qui constitue la majeure partie du fruit et contient des
vacuoles chargées d'huile, et I'endocarpe (noyau) (Kritsakis et Markakis 1987; Fedeli,
1997).

Lorsgue les olives sont mures, |I’amande représente 2 a 3% du poids total, |le noyau
13% et la pul pe représente 80 a 90% (Ryan et Robards, 1998).

[.1.2. Composition chimique

L’ olive renferme une quantité considérable en eau, des protéines, des polysaccharides,
des minéraux et une trés grande variété de composés mineurs a faibles teneurs qui
conferent al” huile ses qualités gustatives et sa stabilité (Roehlly, 2000; Conde et al., 2008).

Récoltée au stade de maturité optimale, une olive renferme en plus de |’ eau (50%)
diverses substances. huile (22%), sucre (19%), cellulose (5,8%), protéines (1,6%), et sels
minéraux (1,5%) (Zarrouk et al.,1996; Boskou, 2006). Cette composition est influencée par
le cultivar, les conditions agronomiques et le degré de maturité du fruit (Zamora et al.,
2001; Gomez-Rico et al., 2008).

|.2. Technologie d’ élaboration del’huiled’ olive

Laqualité del huile d olive vierge est tributaire de nombreux facteurs, allant du stade
de la culture de I'olivier, aux étapes successives de recolte, de stockage et de
transformation des olives (Di Giovacchino, 1999). Les principales étapes d’ extraction sont
décrites comme sulit :
|.2.1. Effeuillage et lavage

La présence des feuilles lors de la trituration des olives entraine une amertume et une

couleur verdatre de I’ huile, qui est due a la présence des pigments chlorophylliens (Chimi,
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2001). L’ opération d effeuillage est réalisée par I’ application d’un courant d’air aux fruits
au fur et amesure de leur passage (Ucedaet al., 2006).

L’ élimination des impuretés (poussiere, terre, pierres et autres matieres solides) est
réalisée par un lavage dans un bassin d’ eau a circulation forcée pour le lavage des olives
(Michelakis ,1992). Ces corps étrangers peuvent atérer la qualité de I’ huile d’ olive comme
ils peuvent nuire les organes mécaniques de I’ équipement d extraction (Di Giovacchino et
al., 2002).
|.2.2. Broyage et malaxage

L’ opération du broyage s effectue soit par des broyeurs a meules dans les huileries &
systeme de pression, soit par des broyeurs métalliques (a marteaux, a cylindres, a dent, ou
adisque) (Uzzan, 1994). Cette opération provoque d’ une part la rupture des cellules de la
pulpe afin de provoquer la sortie de |” huile des vacuoles, et d’ autre part e concassage du
noyau (Di Giovachino, 1991).

La pate obtenue subit une opération de malaxage qui rend la pate plus homogene (Di
Giovachino,1991).Le malaxeur est muni d'un systéme permettant le réchauffement
contrélé et adéguat de la pate pendant un temps donné de brassage continu et lent (COI,
2006).

[.2.3. Extraction del’huile
Les systémes d'extraction de I|'huile d'olive sont tres variables, ils sont
essentiellement de trois types (Di Giovachino, 1991; Alba Mendoza, 1999).

e Unité de trituration en presses : C'est un systéme traditionnel discontinu qui
consiste a presser la pate a I’aide de presse hydraulique. (Di Giovacchino, 1991;
Ranalli et al., 2003) (annexe |, figurel).

e Unité de trituration en chaines continues a trois phases : Séparation huile/masse a
I"aide d'une centrifugeuse horizontale appelée «décanteur », les résultats de
I’ opération sont I” huile, margine et le grignon ou résidu solide (Ranalli et al., 2003)
(annexel, figure 2).

e Unité de trituration en chaines continues a deux phases : le décanteur sépare |’ huile
et mélange le grignon et |’ eau de végétation en unique phase de consistance péateuse

appel ée grignon humide a deux phases (Ranalli et al., 2003) (annexe I, figure 3).
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[l1.L huiled’ olive
[1.1. Définition del’huiled’olive

L’ huile d’olive est | huile provenant uniquement du fruit de I’olivier (Olea europeae
L.) al’exclusion des huiles obtenues par solvant ou par des procédés de réestérification et
de tout mélange avec des huiles d’ autre nature (COI, 2003).

Les huiles d'olive sont classees par le consell olécole internationa en fonction des
évaluations chimiques et organoleptiques, mais auss en fonction des méthodes

d extraction employées (Ryan et al., 1998) (annexe I, tableau 1) .

a) L huiled’olive vierge

C’ est une huile obtenue du fruit de I’ olivier uniquement par des procedes physiques et
dans des conditions, notamment, thermiques N’ entrainant pas |’ atération de I huile. Elle ne
doit subir aucun autre traitement que le lavage, la décantation, la centrifugation et la
filtration (Benyahia et Zein, 2003). Différents types ont é&té distingué :

« L’huiled’oliveviergeextra

C'est une huile d'olive vierge dont I’acidité libre exprimée en acide oléique est au
maximum de 0,8 gramme pour cent grammes d’ huile.

s L’huiled’dlivevierge

C’est une huile d'olive vierge dont I'acidité libre exprimée en acide oléique est au
maximum de 2 grammes pour 100 grammes d’ huile.

% L’huiled’olivevierge courante (ordinaire)

C'est une huile d olive vierge dont |’ acidité libre exprimée en acide oléique est au
maximum 3,3 grammes pour 100 gramme d’ huile.

« L’huiled’olive vierge lampante

Cest une huile dolive vierge dont I'acidité libre exprimée en acide oléique est
supérieur a 3,3 grammes pour 100 grammes .Elle est destinée aux industries du raffinage
ou a des usages techniques d' huile.
b) L"huile d’oliveraffinée

C’est une huile d olive obtenue des huiles d’ olive vierge par des techniques de raffinage
qui n’entrainent pas de modification de la structure glycérique initiale. Son acidité libre
exprimée en acide oléique ne doit pas excéder 0,3 grammes pour 100 grammes d’ huile
(COl, 2000).
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c) L huiled’ olive
C’est une huile constituée par le coupage d huile d olive raffinée et d huile d olive
vierge propre a la consommation en |’ état. Son acidité libre exprimée en acide oléique est

au maximum de 1 gramme pour 100 grammes d huile (COI, 2000).

I1.2. Composition del’huiled’olive
L"huile d'olive comprend une fraction saponifiable constituée d’acides gras et de

leurs dérivés, et une fraction insaponifiable qui est représentée par les stérols, les alcools
aliphatiques, les pigments, les hydrocarbures, les composés aromatiques, |es tocophérols et
les composés phénoliques (Berra, 1998). La composition chimique de I'huile d'olive
dépend largement de la variété, des conditions agronomiques, du degré de maturité, des
procédés d’ extraction et des conditions de stockage (Dugo et al., 2004).
[1.2.1. Fraction saponifiable

La fraction saponifiable présente 90 a 99% de la composition de I’ huile d'olive (Ruiz et
al., 1999). Elle est formée principalement de triglycérides et d’ acides gras libres (Ryan et
al., 1998).

a) Lestriglycérides

Les triglycérides constituent la principale composante de | huile d’ olive (98%). Les
principaux triglycérides de I’ huile d’olive sont: la trioléne « OOO », la dioléopamitine
«POO », la dioléolinoléine « OOL », la palmitooléoléine «POL » et la dioléostéarine
« SO0 » (Ryan et al., 1998) (annexe 11, tableau I1).
b) Lesacidesgras

L’ huile d’olive est caractérisée par la prédominance d’un acide monoinsaturé, I’ acide
oléique qui représente 55 a 83% des acides gras totaux (Jacotot, 1997) (annexe I, tableau
[11). La variation de la composition en acide gras des huiles d olive ne semble pas étre
seulement affectée par les facteurs pédoclimatiques (D’imperio et al., 2007) mais aussi par
plusieurs autres facteurs dont I’ époque de la récolte et la variété (Inglese, 1994; Boskou et
al., 2006).
[1.2.2. Fraction insaponifiable

L’ huile d olive renferme divers composeés insaponifiables qui constituent un taux

de 2% de |’ huile, ilsjouent un réle important dans sa stabilité, saflaveur et son goQt unique
(Visioli et Galli, 2002). La fraction insaponifiable est souvent accompagnée de terme
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« composant mineur »: hydrocarbures, squaléene, béta-caroténe, tocophérol, phénol, esters,
aldéhydes, cétones, alcools aliphatiques, alcools terpéniques et stérols (Berra, 1998).
a) Lesstérols

Les stérols végétaux appelés phytostérols occupent la plus grande partie de la matiere
insaponifiable des huilesd olive constituants non glycérique, ils représentent en poids
environ 50% de I’ insaponifiable.La composition stérolique est spécifique de chaque espéce
végétale. Plusieurs études ont identifi€ trois principaux stérols dans les huiles d’olive: le B-
sitostérol, le campestérol et le stigmastérol (Bentemime et al., 2008; Stiti et al., 2002)
(figure 1). La quantité totale en stérols dans I”huile d’olive varie de 1000 a 3000 mg/kg
(Ryan et al., 1998).

Selon Viola (1997), I’huile d’olive est la seule huile qui contient un taux ¢élevé de [-

sitostérol, substance qui s oppose al’ absorbance intestinale du cholestérol.

3

HsC CH
H3C HsC CH,
CH
H3C CH 3
CHs N : CH
HO HO

Campéstérol [-sitostérol

Figure 1 : Structures de quelques phytostérols majeurs de |’ huile d olive
(Ramirez-Tortosa et al., 2006).

b) L estocophérols
On distingue quatre formes de tocophérols (a, B, v et ) qui différent par le nombre et

la position des groupements méthyles sur le noyau aromatique (Azzi et Stocker, 2000).
L’a-tocophérol représente 90% des tocophérols et sa concentration naturelle varie entre
quelques ppm jusqu'a 300 ppm. Ces derniers agissent comme des inhibiteurs des radicaux
libres en leur donnant des protons pour les rendre plus stables (Blekas et al., 1994).

Les tocophérols sont reconnus pour leur double action bénéfique. En effet ils ont
I"atout d’ étre une vitamine liposoluble (vitamine E). Aparicio et Luna (2002) et Tura et al.
(2007) indiquent que lateneur en tocophérols est étroitement liée alavariéte.

Lafigure 2 illustre la structure des tocophérol s présents dans I huile d’ olive.
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Figure 2: Structure des tocophérols (Kamal-Eldin et Appelquist, 1996).

b) Les composés phénoliques
Les composés phénoliques ou polyphénols regroupent un ensemble de molécules qui

présentent dans leurs structures au moins un cycle aromatique a 6 carbones lui-méme
porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles, Ils sont constitués d’'un mélange :
d’ acide phénolique, alcool phénolique, dérivés secoiridoides, lignanes, flavonoides et
hydroxy-isochromanes (Ribéreau-Gayon, 1968; Boskou, 2009) (tableau 1). Cette fraction
phénolique dépend de la variété, des conditions liées a I’ environnement et des systémes
d’extraction de I’huile (Ryan et al., 1998). Les teneurs pour une huile d’olive oscillent
généralement entre 75 et 700 mg/kg (Morello et al., 2006 ; Issaoui et al., 2007).

Tableau |: Structures des composés phénoliques identifiés dans I huile d’ olive (Segura-
Carretero et al., 2010).

Composés Structures | Composés Structures générales
générales

Acides benzoiques Secoiridoides

Acide vanillique Oleupéine aglycone

Acide syringique Ligstroside aglycone

Acide galique Oleuropéine Forme

Acidehydroxybenzoige dialdehydique de
I"acide éénolique

Acides cinnamiques Flavonoides

Acide p -Coumarique Apigénine

Acide o- coumarigque Lutéoline

Acide cafféque

Alcools phénoliques Lignanes

Hydroxytyrosol -1

Tyrosol Acétoxypinoresinol

(+)-Pinoresinol
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c) Lespigments

Les pigments sont transférés du fruit d' olive a |"huile durant son d extraction. La
couleur del’huile d olive allant du verte au jaune est essentiellement due aux chlorophylles
et caroténoides présents dans le fruit (Psomiadou et Tsimidou, 2001). Ces composés sont
importants pour la conservation de la qualité des huiles comestibles, vu gu'ils sont
impliqués dans les mécanismes de |'auto-oxydation et de la photo-oxydation (Oueslati et
al., 2009). Roca et Minguez Mosguera (2001) et Giuffrida et al. (2006) ont révélé des
variations pour les teneurs en caroténoides et en chlorophylles selon le cultivar.

% Leschlorophylles
Les chlorophylles appartiennent a la famille des tétrappyroles, les teneurs de ces
composeés dans |"huile d'olive s éendent entre 1 et 20 ppm (Boskou, 1996).Ce sont des
pigments essentiellement responsables de la couleur caractéristique de |’ huile d olive.
Constitués de la chlorophylle a et b qui se transforment durant I’ extraction en
phéophytines a et b, ils ont une activité pro-oxydante en présence de lalumiére, en assurant
la formation de I’ oxygéne singulet et promouvoir la premiere phase du processus d auto-
oxydation, cette espece d’ oxygene excité est plus réactive envers les lipides insaturés que
I’oxygéne a I’ état fondamenta dissout dans I” huile (Perrin, 1992; Velasco et Dobarganes,
2002).
Leur action pro-oxydante dans la lumiere, est en fonction directe de leurs
concentration et leurs structures. phéophytines b > phéophytines a > chlorophylles b >
chlorophylles a (Rahmani et Saad, 1989).

1 Chlorophylle 2: R= CH.,

2 Chlorophvylle b: R= CHO

Figure 3: Structure de la chlorophylle (Folly, 2000).
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% Lescaroténoides
Les caroténoides sont des tétraterpenes, ils constituent une famille de pigments
liposolubles, dont la couleur varie du jaune au rouge orangé (absorption de lalumiére entre
400 et 550 nm) (Ryan et al., 1998; Graille, 2003). L huile d’olive présente des teneurs
variables en caroténoides (0,5 a Img/100g), avec une prédominance de la lutéine et du f3-
carotene (Uzzan,1992) (figure 4). Le rapport entre ces deux principaux caroténoides de
I"huile d’ olive est étroitement dépendant de lavariété (Nieves-Criado et al., 2004).

Les caroténoides exercent une activité antioxydante en désactivant I’ oxygene sigulet
génére par les pigments chlorophylliens (Morello et al., 2004). Leur importance en tant que
composants nutritionnels est également reconnue; certains caroténoides sont des
précurseurs de lavitamine A (Psomiadou et Tsimidou, 2002).

p-caroténe

Figure4 : Structure chimique de -caroténe (Perrin, 1992).

€) Autres composes

L"huile d olive comprend de nombreux composés mineurs, qui sont principal ement:
les hydrocarbures, les aldéhydes, les cétones, les alcools, les alcanes, les esters et les
dérivés furaniques (Uzzan, 1992). Le sgualéene est |I'hydrocarbure le plus important de
I”huile d olive dont la teneur varie entre 136 et 708 mg/100 g (Owen et al., 2000).

[1.3. Intérét nutritionnd et thérapeutique del’ huiled’ olive

L’ huile d'olive est riche en substances antioxydantes qui sont impliquées dans la
protection de certaines maladies : maladies cardiovasculaires, certaines cancers et maladies
neuro-géneératives (Alzheimer, Parkinson) (Servili et al., 2004). D’ autre part, les composés
phénoliques de I’ huile d’olive ont un effet positif sur les lipoprotéines, les plaquettes, les
marqueurs d'inflammation, le fonctionnement cellulaire et I'activité antimicrobienne
(Cicerale et al., 2009).
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La consommation réguliere de cette huile est importante pour lutter contre certains
troubles de I’ appareil digestif et hépatobiliaire, I’ ostéoporose et contribue au renforcement
du systéme immunitaire (Ghedira, 2008).

I11. L’ oxydation et les antioxydantsdel’huiled’olive

[11.1. Définition del’ oxydation et les antioxydants des huiles

La disponibilité de I’ oxygéne, les températures élevées de stockage et I’ action de la
lumiére peuvent créer des conditions favorables pour la décomposition des triglycérides de
I"huile d’ olive (Meijboom, 1964). L’ oxydation des lipides ne provoque pas seulement des
pertes qualitatives (flaveur et odeur), mais réduit aussi la valeur nutritionnelle (perte en
acides gras essentiels) (Fki et al., 2005).

L’ oxydation des lipides est grandement influencée par les antioxydants. Ces derniers
sont définies comme « toute substance qui en faibles concentration par apport au substrat
susceptible d’ étre oxydé, prévient ou ralentit I’ oxydation de ce substrat (Halliwell, 1999).
Ce sont des substances capables de neutraliser les formes actives de |’oxygene, de
supprimer, retarder ou empécher les processus d’ oxydation (Fki et al., 2005).

[11.2. Les principaux antioxydantsdel’huiled’olive

L’huile d’'olive est une source d antioxydants naturels comme les tocophérals,
caroténoides, stérols et les composés phénoliques (Ryan et Robards, 1998; Matos et al.,
2007; Minioti et Georgiou, 2008).

[11.2.1. Les composes phénoliques

Les propriétés antioxydantes et la valeur de |’ huile d’ olive qui en résulte peuvent étre
attribuées en grande partie aux composés phénoliques. Ils font partie de la fraction polaire
del’huile (Ryan et al., 1998).

Ces composés contribuent a la stabilité de |"huile d’olive vierge par piégeage des
radicaux peroxyles et alkoxyls et par chélation des métaux de transition qui sont présents
en traces (Leger, 2003; Bendini et al., 2007).

[11.2.2. Lestocophérols

L’a-tocophérol est traditionnellement considéré comme antioxydant majeur de
I"huile d'olive (Blekas et al., 1994). Elle favorise la stabilité de I’ huile d’ olive vierge, par
inhibition de I’auto et la photo-oxydation en désactivant |’ oxygéene singulet (Ryan et al.,
1998; Ben Tekaya et Hassouna, 2007).
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Rahmani (1989) a montré que I’a- tocophérol présentait un effet synergiste avec le -
carotene : la présence de 1’a- tocophérol protégerait le - caroténe contre 1’oxydation, qui

pourrait dans ce cas désactiver |’ oxygene singul et.

[11.2.3. Le squalene

Ce compose joue un réle important dans I’ inhibition de I’ oxygene singulet, donc il a
une activité antioxydante durant la photo-oxydation de I huile d' olive exposée ala lumiéere
(Psomiadou et Tsimidou, 2002).
[11.2.4. Les caroténoides

Les principaux caroténoides présents dans 1’huile d’olive sont la lutéine, le B-
caroténe. Les caroténoides et en particulier le B-caroténe sont des antioxydants efficaces,
celaest du aleur habilité a altérer |’ espéce oxygéné radicalaire (Morello et al., 2004). Ils
sont bien connus comme désactivants de I’ oxygeéne singulet, ils sont donc des inhibiteurs

tres efficaces de la photo-oxydation induite par les pigments chlorophylliens(Perrin ,1992).

11
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|. Matérid végétal

La présente étude porte sur des échantillons d huile d'olive issus des deux variétés
d’olive; Chemlal et Azeradj provenant de larégion Sidi Aich de lawilaya de Bejaia. Les
caractéristiques morphologiques des échantillons d’olive étudiés sont indiquées dans le
tableau I1.

Tableau | : Caractéristiques morphol ogiques des échantillons d’ olive éudiés.

Variété | Caractéristiques Emargedel olive

Chemlal | Petits fruits de forme alongée, pointus au sommet et
arrondies a la base, asymétriques, de poids moyen variant
de2a4g.

Fruit avec poids élevé de forme allongée, |égerement
Azeradj | asymétrique, sommet pointu, base arrondie, couleur noire

amaturité.

|.1. Récolte desolives

La récolte est réalisee en date du 24/12/2015 a la main qui est une méthode
traditionnelle utilisée pour minimiser les risques de détérioration du fruit. Les olives sont
ensuite nettoyées de toutes impuretés et triées afin de récupérer seulement les olives saines.

|.2. Extraction del’huile

L’ extraction de I'huile est réalisée au niveau de I'ingtitut technique de I’ arboriculture
fruitiere et de lavigne (ITAFV) de Begaia au moyen d’ un oléo-doseur selon les étapes de
trituration suivantes :
a) Broyage: réalisé par un broyeur a marteau.
b) Malaxage : cette opération est effectuée dans des récipients métalliques pendant 30

minutes.

12




Partie expérimentale Matériel et méthodes

c) Centrifugation : réalisée a I’aide d une centrifugeuse verticale ayant une vitesse de
5000 rpm/min. Aprés une minute, la pate malaxée se sépare en deux phases solides
(grignon) et liquide (I’ huile et les eaux de végétation).

Aprés décantation, les huiles ont é&é récupérées dans des flacons ombrés étiquetés et
conservées au réfrigérateur (4°c) jusgu’ au moment de I’ analyse.

I1. Analyses physicochimiques effectuées sur I’ huile d’olive

[1.1. Absorbance dans |’ ultraviolet

Les extinctions spécifiques mesurées par spectrophotomeétrie aux longueurs d ondes
230 nm et 270 nm nous renseigne sur la possibilité de détérioration d huile par le
phénomeéne d' oxydation. Ce dernier engendre des systémes diéniques et triéniques dont les
maximums d’ absorption sont aux aentours de 230 nm et 270 nm respectivement (Y adav et
al., 2004).

L’absorbance, exprimée comme extinction spécifique, est déterminée selon la
méthode décrite par le COI. (1996).Une masse de 0,25g d’ huile filtrée est diluée dans 25m
du cyclohexane. L’ absorbance est mesurée aux deux longueurs d’ ondes 232 nm et 270 nm.

L es extinctions spécifiques a ces longueurs d’ ondes sont exprimeées comme sulit :

E=Ar/CxL

Ou : E : Extinction spécifique alalongueur d’ onde A.
A : ladensité optique alalongueur d’ onde A.
C : laconcentration de la solution en g/100ml.

L : Longueur de la cuve en centimetre.

[1.2. Humidité (1SO 662, 1996)

Cette méthode consiste en une dessiccation du produit apres chauffage a une
température de 103+2°C dans une étuve isotherme et a pression atmosphérique jusgu’ a
obtention d'une masse constante. Les échantillons séchés sont refroidis dans un
dessiccateur puis pesés. Le taux d humidité est exprimé en pourcentage selon la formule

suivante:
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H (%)= (P1-P2) x100/ (P1-P)

Ou : H (%) : I’humidité est exprimeée en pourcentage de masse.
P : le poids de la capsule vide (Q).

P1 : le poids de lacapsule et |a prise d’ essai avant séchage (g).
P2 : le poids de lacapsule et la prise d' essai aprés le séchage (g).

[1.3. Acidité

L’ acidité de I'huile d'olive représente la quantité d acides gras libres, exprimée en
gramme d’ acide oléique par 100 g d huile d’'olive. Elle est considérée comme un moyen
simple et efficace pour |’ évaluation qualitative et la classification des huiles d’ olive (Ryan
et al., 1998).

Le principe de cette méthode est basé sur la neutralisation d’une quantité connue de
matiere grasse avec une solution d’ hydroxyde de potassium préparée dans I’ é&hanol a une
normalité bien déterminée, pour générer du savon selon la réaction suivante (AFNOR,
1984).

RCOOH + KOH — ,R-COOK + H)0

AG Hydroxyde Savon Eau
depotassium  potassique
Une masse de 0.5g d’ huile est additionnée de 5 ml du mélange éthanol/éther du pétrole
(50/50). La neutralisation des acides gras libres est effectuée avec une solution d’ hydroxyde
de potassium (0,1IN) en utilisant la phénolphtaléine (1%) comme indicateur coloré

(apparition d’ une couleur rose). L’ acidité (A) est calculée selon laformule suivante :

A(%)=VxNxm /10xM

. Acidité exprimée en pourcentage.
: Volume (ml) de la solution KOH utilisée pour le titrage.
: Normalité de la solution KOH (0,1N).

: Masse (g) delaprise d essai.

< 3 2 < >r

: Masse molaire de I’ acide olé que (282g/mal).

14
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[1.4. Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde est déterminé selon la méthode normalisée par le reglement
C.E.E (2568/91). Une masse de 2 g dhuile est mise en solution dans 10 ml de
chloroforme, 15 ml d’ acide acétique glacial, puis un volume de 1 ml d’' une solution saturée
d'iodure de potassium est gjouté. Apres réaction pendant 5 min a |’ obscurité, 75ml d’eau
distillée sont goutés et I'iode libéré est titré par une solution de thiosulfate de sodium
NaS,03 (0,01 N) en présence d’empois d’amidon comme indicateur. Un témoin est
réalise dans les mémes conditions. L'indice de peroxyde (IP) est exprimé en
milliéquivalent d'oxygene actif par kilogramme d huile selon laformule:

[P =VxTx1000/m

V: Volume de la solution de thiosulfate de sodium utilisé pour I'essai (ml)
T: facteur de normalité de la solution de thiosulfate de sodium utilisée (0,01N)

m: poids de la prise d'essai (grammes).

I11. Dosage des composés phénoliques

[11.1. Préparation des extraits

La méthode adoptée est basée sur I’ extraction liquide-liquide décrite par Pirisi et al.
(2000). Une masse de 4 g d'huile est solubilisée dans un mélange constitué de 4 ml de n-
hexane et 4 ml du méthanol 60%. Apres agitation pendant 2 min, le mélange est centrifuge
(3000 rpm/5 min). Les deux solvants se séparent et la phase méthanolique est récupérée;
I’ opération est répétée deux fois et les extraits méthanoliques ainsi obtenus sont combinés.

[11.2. Composés phénoliques totaux

La teneur en composes phénoliques totaux est déterminée selon la méthode decrite
par Kahkonen et al. (1999). Un volume de 0,2ml d’ extrait est mélangé avec 1 ml du réactif
de Folin-Ciocalteu. Le mélange est agité pendant 3 minutes puis additionné de 0,8 ml de
carbonate de sodium (7,5%). Apres 30 minutes d’ incubation a I’ obscurité, |’ absorbance est
mesurée a 750 nm. La concentration en composés phénoliques totaux est estimeée en mg
équivalent d’ acide gallique par kg d huile d'olive en se référant a une courbe d’ étalonnage
(annexellll, figure 1).
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[11.3. Lesflavonoides

Un volume de 0,1 ml d’ extrait est mélangé avec 0,4 ml d’ eau distillée et 0,03 ml de
nitrite de sodium (5%). Ce mélange est additionné de 0,02 ml de chlorure d auminium
(10%). Aprés incubation pendant 5 min, un volume 0,2 ml d’ hydroxyde de sodium (1M) et
de 0,25 ml d'eau distillée sont additionnés. L’absorbance du mélange réactionnel est
mesurée a 510 nm et la teneur en flavonoides est exprimée en mg équivaent de catéchine
par kg d huile d'olive en se référant a une courbe d’ étalonnage (annexe 111, figure 2) (Kim
et al., 2003).

[11.4. Lesflavonols

La méthode rapportée par Kumaran et Karunakaran (2007) est adoptée pour estimer
la teneur en flavonols: un volume de 0,5 ml du chlorure d’auminium (2%) et 0,75 ml
d acétate de sodium sont gjoutés a 0,5 ml d’extrait. Apres incubation pendant 30 min a
température ambiante, |’ absorbance est mesurée a 440 nm. La concentration en flavonols
est exprimée en mg équivalent de quercétine par kg d huile d’ olive par référence a une

courbe d’ éa onnage (annexe I, figure 3).

[11.5. Les ortho-diphénols

La teneur en ortho-diphénols est estimée selon la méthode de Tovar et al. (2002): Un
volume de 2 ml d'extrait est additionné de 0,5 ml de molybdate de sodium (5%). Aprés
agitation puis incubation pendant 15 minutes, |’ absorbance est mesurée a 350nm et la
concentration des ortho-diphénols est exprimée en mg équivaent d acide caféique par kg

d huile d olive par référence a une courbe d’ étalonnage (annexe 111, figure 4).

[11.6. Lestannins condensés

La teneur en proanthocyanidines est déterminée selon la méthode de Skerget et al.
(2005); 2,5 ml de la solution [FeSO4 + HCIl-butanol (2:3)] sont additionnés a 0,25ml
d extrait. Le mélange est incubé a 95°C pendant 50min. L’absorbance est mesurée a

530nm. Les résultats sont calcul és selon la formule suivante

A530 xPm xFd

eL

16



Partie expérimentale Matériel et méthodes

A530= |’ absorbance de I’ extrait 2 530nm
PM=287,24g/mol (masse molaire de la cyanidine-3-glucoside).
€ =34700 L.mol-l.cm-1 (le coefficient d’extinction molaire de la cyanidine-3-glucoside).
Fd= facteur de dilution.
L=trajet optique.

C : les concentrations sont exprimées en mg équivalent de cyanidine-3-glucoside par kg
d huile.

V. Analyse des pigments
IV.1. Dosage des chlorophylles

Le protocole adopté au dosage de ces composes est celui décrit par Minguez
Mosquera et al. (1991). Un échantillon de 7,5 g d' huile est gusté a 25 ml avec du
cyclohexane. Le maximum dabsorption a 670 nm renseigne sur la fraction
chlorophyllienne. La valeur du coefficient d’ extinction spécifique appliquée est Eo = 613

pour la phéophytine comme composant majeur des chlorophylles.

A670x 10°
Chlorophylles (mg d’ équivalent pheophytine/Kg) =
613x100xT

A: Absorbance a une longueur d’ onde 670nm.

T : Trget optique (1cm).

IV.2. Dosage des car oténoides

Les carotenes présents dans la phase hexanique sont dosés par spectrophotométrie a
450 nm qui correspond au maximum d’absorption de la - caroténe (Dymie et al., 1981).
La mesure des absorbances est effectuée sur I’huile en solution a raison d’un gramme

d huile dans 10ml d’ hexane.

La concentration en caroténoides totaux est exprimée en mg €quivalent de -caroténe
par kilogramme de I'huile, elle est déterminée en se référant a la courbe d’ éaonnage

¢tablie en utilisant le B-caroténe (annexe III, figure 5).
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V. Mesuredel’activité antioxydante

V.1. Activité anti-radicalaire

La méhode au DPPH (1,1-di-phenyl-2-picrylhydrazyl radical) est utilisée pour
déterminer |a capacité des extraits a céder des protons et/ou des électrons. La réduction des
radicaux DPPHe implique une baisse de I’ absorbance. Sous laforme radicalaire, le DPPHe
absorbe 2515 nm (Williams et al., 1995).
DPPHe+ AH ——» DPPH -H + Ae

Un volume de 0,1 ml d'extrait est additionné de 1 ml de la solution DPPHe. Le
mélange est incubé a |’ obscurité pendant 30 min et la décoloration par rapport au témoin,
contenant le DPPHe et le solvant d extraction est mesurée a 517 nm (Turkmen et al.,
2006).

L’activité antiradicalaire est exprimée en mg équivalent d’acide ascorbique/kg
d huile en se référant a une courbe d étalonnage (annexe l1ll, figure 6). Elle est aussi

exprimée en pourcentage d’ inhibition par apport au témoin selon laformule suivante.

L e pourcentage d’inhibition (%) = (At-Ae/At)x100

At: Absorbance du témoain.

Ae: Absorbance de |’ extrait.

V.2. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est estimé par la méthode de Gul¢in et al. (2002): Un volume de
250 pl d’extrait est mélangé avec 250 pl de tampon phosphate (0,2M, pH 6,6) et 250 ul de
ferricyanure de potassium (1%). Aprés incubation a 50°C pendant 20 min, un volume de
250 pl d’acide trichloroacétique (10%) est additionné au mélange. Aprés Smin
d incubation, 0,2 ml de chlorure ferrique (0,1%) sont gjoutés et |’ absorbance est mesurée a
700 nm. Le pouvoir réducteur des extraits est exprimé en mg équivalent d acide
ascorbique/kg d huile d’ olive par référence a une courbe d’ éalonnage(annexe Il ,figure 7).

V.3. Test au phosphomolybdate

L’ estimation de |a capacité réductrice des extraits d’ huile d olive analyses est réalisée
en utilisant le test au phosphomolybdate (Ramalakshmi et al., 2008). Un volume d'un ml
du réactif de phosphomolybdate (0,6M d’ acide sulfurique, 28Mm de phosphate de sodium
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et 4mM de molybdate d’ammonium) est additionné de 100ul d’extrait. Aprés 90 min
d'incubation a 90°C, I' absorbance est mesurée a 695 nm. Les résultats sont calculés en se
référant a la courbe d' étalonnage (annexe 111, figure 8) réalisée avec I’ acide ascorbique et
le pouvoir réducteur est exprimé en mg éequivaent d acide ascorbique par kg d huile

dolive.

V.4. Inhibition de per oxyde d’ hydrogéene

L’inhibition du peroxyde d’hydrogene est mesurée par la méthode de Ruch et al.
(1989). 1ml de peroxyde d’ hydrogene [40mM préparé dans un tampon phosphate (0,1mM ;
pH =7,4)] est mit en contact avec 150ul d’extrait et additionné de 1350 pl de tampon
phosphate (0,1mM, pH=7,4). Apres 10 min de réaction a température ambiante,
|’ absorbance est mesurée a 230 nm.

Inhibition (%) = [(At — Ae)/At] x 100

Ou At : Absorbance du témoain;

Ae: Absorbance de |’ extrait.

V1. Analyse statistique

Toutes les données représentent la moyenne de trois essais. Les résultats ont fait |’ objet
d’ une analyse statistique au moyen du programme de |’analyse de la variance ANOVA
avec test LSD (STATISTICA 5.5) et le degré de signification des données est pris a la
probabilité p<0,05.
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|. Analyses physicochimiques
[.1. Absorbance dans |’ ultraviolet

Les extinctions & 232nm et 270nm nous renseignent sur I’ état d’ oxydation de I’ huile.
Plus la valeur d’extinction a 232nm est forte plus I'huile est peroxydée et plus celle a
270nm est forte, plus elle est riche en produits secondaires d’ oxydation (Bouchekif, 1991).
En effet, les hydroperoxydes; les composés qui apparaissent les premiers stades de
I’ oxydation ; ils absorbent a 232 nm, alors que les produits d’ oxydation secondaires tels
que les cétones insaturées-dicétones absorbent au voisinage de 270 nm (Gutierrez et
Izquierdo, 1994; Alais et al., 2003).

Les absorbances a 232 nm et a 270 nm des huiles d’ olive analysées (figure 5 et 6)
répondent aux limites fixées par le COI (2003) pour une huile d’ olive vierge extra: K232 <
2,5 et K270 < 0,25. Ces résultats peuvent étre expliqués par le role des composés mineurs
de I"huile d’ olive vierge en retardant les réactions d’ oxydation. Certains auteurs ont estimé
leur contribution a la stabilité de I'huile d'olive, environ 30% pour les composes

phénoliques, 27% pour les acides gras et 6% pour |es caroténoides (Baccomi, 2006).

1,5 -
C 1,45 - %
= 14 -
[ ® 3
= 1,35 -
d3q
Teq 1,3 -
E8 X b
5 & 1,25 - =
T 1,2 -
@)
1,15 -
1,1 . .
Azerad Variétés Chemlal

Figure 5: Absorbance a 232nm d’ huiles des variétés d’ olive.
Les barres verticales représentent les écarts types. Les deux lettres (a-b) indiquent des différences

significatives (p < 0,05).
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Figure 6: Absorbance a 270nm d’ huiles des variétés d’ olive.

Les barres verticales représentent les écarts types. Les deux lettres (a-b) indiquent des différences

significatives ( p < 0,05).

La variété Chemlal présente les coefficients 1,249 (K232) et 0,139 (K270), aors que
les valeurs de la variété Azerad sont de 1,427 (K232) et 0,149 (K270) La comparaison des
moyennes a révélé la présence des différences significatives (p<0,05) entre les coefficients

K232 et K270 des deux variétés étudiées.

Les huiles des deux variétés Chemlal et Azeradj présentent des absorbances dans
I"UV qui se rapprochent avec celles obtenues par Gargouri et al. (2013) pour la variété
Chemlali provenant de la Tunisie. Ces auteurs ont enregistré des valeurs qui oscillent entre
1,69 et 2,49 et entre 0,13 et 0,25 pour K232 et K270 respectivement.

Les deux coefficients d’extinction sont significativement influencés par le systéme
d extraction, |’ état sanitaire des olives ainsi que leur stockage (Mordret et al., 1997; Dhifi
et al., 2002).

[.2. Humidité

La présence de I’ eau dans | huile est susceptible d’avoir une incidence sur sa qualité,
elle constitue un support pour le dével oppement microbien et autres activités enzymatiques
(hydrolyse et oxydation) (Karleskind, 1992). L’ humidité de I’ huile provient des procédés
d extraction ainsi que les tissus végétaux. L’ analyse statistique a révélé des différences
significatives du taux d humidité des huiles des deux variétés analysées (figure 7); | huile
de la variété Azeradj renferme une teneur en eau (0,163%) plus élevée que celle de la
variété Chemlal (0,113%). Les valeurs enregistrées sont conformes a la norme fixée par le
COI (2003) caractérisant I’huile d’olive extra vierge (<0,2%).

21



Partie expérimentale Résultats et discussion

0,18 -
0,16 -
0,14 -
0,12 -
0,1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

0 .
Azerad Chemlal
Variétés

HHo

Humidité(%)

Figure 7: Teneur en eau d huiles des variétés d olive.

Les barres verticales représentent les écarts types. Les deux lettres (a-b) indiquent des différences

significatives (p < 0,05).

Plusieurs auteurs ont rapporté que les valeurs relatives a I’ humidité sont tributaires
des conditions environnementales, dont la pluviosité, I’évaporation, I'irrigation et le
contenu en huile (Inglese et al., 1996; Grattan et al.,2006; Toplu et al., 2009).

[.3. Acidite

L’ acidité libre des huiles renseigne principalement sur |’ altération des triglycérides a
la suite d’'une hydrolyse chimique ou enzymatique lorsgu’'elle se déroule dans des
conditions propices ; Celle-ci est favorisée par I’humidité, la chaleur, lalongue période de
conservation, la récolte a la main et I’attaque par les ravageurs (Cavusoglu et Oktar, 1994;
Benabdeljelil, 2003). Selon Garcia et al.(1996), |'augmentation d'acidité est due a
I’activité des lipases endogenes naturellement présentes dans les fruits ou a celles
synthétisées par les microorganismes qui se dével oppent dans le fruit suivant les conditions
de stockage (température et humidité qui favorisent |’ activité microbienne).

Les moyennes d’ acidités des échantillons étudiés sont exprimeées en pourcentage d’ acide

oléique (figure 8).
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Figure 8: Acidité d huiles des variétés d olive.
Les barres vertical es représentent les écarts types. Les deux lettres (a-b) indiquent des différences

significatives (p < 0,05).

L’ analyse statistique a révélé la présence de différences significatives (p<0,05) entre
les échantillons examinés. Les huiles des deux variétés anal ysées présentent des valeurs de
0,483% (Azeradj) et 0,672% (Chemlal); celles-ci sont conformes aux normes fixées par
COI (2003) pour I’huile vierge extra (< 0,8%).

Les valeurs d’ acidité obtenues pour les deux variétés sont a I’origine de bonnes
conditions de stockage ainsi que |’ état sanitaire des olives, donc I’ éat de fraicheur des
huiles. La différence d’ acidité entre les deux est due a I'effet variétal. Comparant aux
autres huiles, les huiles des deux variétés étudiées présentent des acidités proches a celles
de quelque variété tunisienne (entre 0,2 et 0,6) analysées par Gratikammoun et al. (1999)
et turques (entre 0,5 et 1,71 %) analysées par Tanilgan et al.(2007).

[.4. Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde exprimé en milliéguivalent d oxygene actif par kg d'huile,
constitue I’un des moyens les plus directs pour mesurer |’ auto- oxydation lipidique (Ryan
et al, 1998). L’oxydation des huiles est un phénomene naturel qui aboutit dans une
premiere éape ala formation de peroxydes ou produits d’ oxydation primaires, ensuite ces
composés subissent d’ autres réactions pour donner des aldéhydes, des cétones et des acides
qui sont responsables du défaut de rance de I’ huile (Satue et al, 1995).
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L’ analyse statistique a révélé des différences significatives (p<0,05) entre les huiles
des variétés analysées (figure 9), I'huile de la variété Azeradj présente un indice de
peroxyde plus faible (3,667 meq d' O./kg) que celui de la variété Chemlal (4,68 meq
d O./kg). Les vaeurs de I'indice de peroxyde répondent aux normes (<20 meq d’ O./kg)

établies par le COI (2003) caractérisant les huiles d’ olive vierge extra.
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Figure 9: Indice de peroxydes d’ huiles des variétés d' olive.

Les barres verticales représentent les écarts types. Les deux lettres (a-b) indiquent des différences
significatives (p <0,05).

Les huiles analysées présentent des indices de peroxyde plus faibles que ceux
obtenus par Issaoui et al.(2007) qui ont mené une éude sur des huiles de variétés
tunisiennes, celles-ci dépassent parfois la limite fixée par les réglementations
internationales (entre 4,7 et 22 meq O2 /Kg), mais sont similaires a ceux des huiles
analysées par Baccouri et al .(2007) dont les valeurs oscillent entre 2,4 a 7,66 meq O2 /K g.

Ces résultats peuvent révéler I'importance des composés mineurs de I huile d’ olive
vierge sur la stabilité oxydative (Moussay et al., 1995), tel que les composés phénoliques
qui sont des antioxydants puissants par leur effet « Scavenger » ou de piégeage des
radicaux libres ainsi que leur réaction avec I’ oxygéne singulet (Visioli et Galli, 2002).

Les principaux facteurs influencant les valeurs d’indice de peroxyde sont d une part
I’état sanitaire des olives, leurs conditions de transformation (transport, la récolte et le
stockage), ainsi que le systeme d’ extraction et d autre part par I’humidité et les minéraux
(Benabdeljelil, 2003).
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|1. Dosages des composés phénoliques

[1.1. Les composés phénoliques totaux

L’ olive contient une quantité appréciable de composes phénoliques qui passent dans
I"huile lors de son extraction (De Stefano et al., 1999). Les composés phénoliques sont
considérés comme des antioxydants naturels qui protégent les huile contre |’ oxydation, ils
leur conférent une meilleure stabilité lors du stockage, une saveur ameére et une sensation
de piquant (Perrin, 1992; Ollivier et al., 2004). Ces composés ont un grand intérét dans
I"inhibition de la peroxydation des LDL, I’ oxydation des protéines et de I’ADN (Visioli et
al., 2002)

Les résultats du dosage des polyphénols totaux exprimés en milligrammes
équivalents d'acide gallique/kg d’ huile sont représentés dans lafigure 10, ils montrent que
les teneurs sont différentes significativement (p<0,05) ; I'huile de la variété Chemlal
présente une teneur en polyphénols totaux plus éevée (184,63mg EAG/K Q) que celledela
variété Azeradj (129,49 mg EAG/KQ). Les différences notées peuvent étre liées au facteur
variétal (Ryan et Robards, 1998).
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Figure 10 : Teneurs en polyphénols totaux des échantillons d’ huile d’ olive.
Les barres vertical es représentent les écarts types. Les deux lettres (a-b) indiquent des valeurs

significativement différentes (p<0,05).

Les teneurs en polyphénols totaux dans les huiles étudiées sont supérieures a celles
obtenues par Gulfraz et al. (2009) qui ont mené une éude sur des variétés pakistanaises

(23,6 2 92,4 mg EAG/KQ), par contre, elles sont similaires a celle de certaines variétés
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algériennes (Douzane et al., 2010) ains que celle de la variété la plus abondante au Maroc
« Picholine » analysées par Boukachabine et al. (2011).

Lateneur en polyphénols varie en fonction de plusieurs facteurs tels que le degré de
maturation des olives, climat, procédé d extraction ainsi que le cultivar (Alarcon de la
Lastra et al., 2001). Les études menées par Aganchich et al.(2008), ont montré que les
teneurs en polyphénols augmentent dans des conditions de stresse hydrique, et qu’une
corrélation négative est notée entre le contenu en polyphénols totaux et le taux d'irrigation
et des pluies abondantes (Paz Romero et al., 2003).

Les travaux de Baiano et al. (2009), et Aguilera et al. (2005) concernant I’ effet de la
région sur la teneur en composés phénoliques dans I'huile d'olive, ont révélé que des
teneurs faibles en polyphénols totaux sont enregistrées dans les huiles en provenance de

basse altitudes.

pluseurs dautres investigations ont mis en évidence dautre parametres
influencant la teneur en polyphénols dans I'huile d’'olive, a savoir |’état sanitaire des
oliveset lestockage del’huiled olive (Breneset al., 2001; Goamez et al., 2002).

I1.2. lesflavonoides
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Figure 11 : Teneurs en flavonoides des échantillons d’ huile d olive.

Les barres verticales représentent les écarts types. Les deux lettres (a-b) indiquent des valeurs

significativement différentes (p<0,05).

Des différences significatives (p<0,05) de la teneur en flavonoides sont constatées

(figure 11); la variété Chemlal renferme une concentration plus élevée (29,88 mg/Kg) que
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celle de I'huile de la variété Azeradj (21,802 mg/Kg). Les flavonoides constituent
généralement une fraction modérée des phénols de I’ huile d'olive (Murkovic et al., 2004,
Ocakoglu et al., 2009).

En comparant les résultats de la présente étude a ceux obtenus pour trois variétés
italiennes et huit variétés espagnoles (0,61-2,6 mg/kg) (Oliveras-Lopez et al., 2007) , et a
ceux obtenus pour cing variétés algériennes trouvées par Brahimi et Boutagrabet (2008),

on constate que les deux variétés présentent des teneurs plus élevées en flavonoides.

[1.3. lesflavonols

Les teneurs en flavonols exprimées en milligrammes équivalent de quercétine/Kg
d huile d'olive sont représentés dans la figure 12. L’ analyse statistique montre qu’il existe
des différences significatives (p<0,05) de la teneur en flavonols entre les deux variétés
analysées. La valeur la plus élevée est enregistrée dans I'huile de la variété Chemlal
(4,98mg/Kg) contrairement a celle de I’ huile de la variété Azeradj qui renferme une teneur

de 2,61mg équivalent de quercétine /kg d’ huile.
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Figure 12: Teneurs en flavonols des échantillons d’ huile d’ olive.
Les barres vertical es représentent les écarts types. Les deux lettres (a-b) indiquent des valeurs

significativement différentes (p<0,05).

[1.4. Lesortho-diphénols
Les ortho-diphénols sont des antioxydants de |'huile d'olive et lui confere des

propriétés sensorielles tres appréci ées (Blekas et Boskou 1998; Lavelli, 2002).
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Les concentrations de ces composeés présentent des différences significatives (p<0,05);
celles-ci sont comprises entre 19,02mg EAC/Kg (Azerad)) et 24,58mg EAC/Kg (Chemlal)
(figure 13). Les teneurs en ortho-diphénols marquent pratiguement la méme alure

comparée aux teneurs en polyphénols totaux.

w
o
)

N
(0]
1
Ho

N
o
1
o

[any
o
1

Ortho-diphénols(mg EAC/K g)
o &

o

Azerad Varidés Chemlal

Figure 13 : Teneurs en ortho-diphénols des échantillons d' huile d olive .
Les barres vertical es représentent les écarts types. Les deux lettres (a-b) indiquent des valeurs

significativement différentes (p<0,05).

Les huiles analysées renferment des teneurs inférieures a celles rapportées par
Blekas et Boskou (1998) et Zerrouk et al. (2008) qui ont mené une étude sur des variétés
d huiles d' olives grecques et tunisiennes. Cependant, |es valeurs obtenues dans |la présente
étude sont supérieures a celles des variétés espagnoles (Picual, Hojiblanca et Arbequina)
analysées par Gutierrez et al. (2002) pour lesquelles des teneurs alant de 3,99 a 18,92
EAC mg/kg d' huile.

[1.5. Lestannins condensés (proanthocyanidines)

Les résultats de la quantification des proanthocyanidines sont présentés dans la figure
ci-dessous. L’ analyse statistique montre gu'’il existe des différences significatives (p<0,05)
de lateneur en tannins condensés entre les deux variétés analysees. Lavaleur laplus élevée
est enregistrée dans I'huile de la variété Chemlal (0,46mg/Kg), contrairement a celle de
I” huile de la variété Azeradj (0,38mg/K g).
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Figure 14 : Teneurs en tannins condenses des huiles d’ olive.

Les barres verticales représentent les écarts types. Les lettres (a-b) indiquent des valeurs

significativement différentes (p<0,05).

[11. Analyse des pigments

La présence de pigments naturels est parmi les substances maeures affectant la
qualité d' une huile, vu que leur teneur est en rapport avec la couleur, qui est un attribut de
base que le consommateur prenne en considération (Ryan et al., 1998; Roca et Minguez-
Mosquera, 2001).

[11.1. Dosage des chlorophylles
La coloration verdétre de I'huile d'olive vierge est attribuée aux pigments
chlorophylliens constitués essentiellement des chlorophylles (a) et (b) et leurs produits
immédiats de dégradation, les phéophytines (a) et (b). Cette couleur est trés appréciée par
le consommateur. La teneur de ces pigments dans |"huile d’olive vierge dépend d un
certain nombre de facteur tels que la variété, le degré de maturité des olives, le systeme
utilisé pour I'extraction de I'huile ainsi que la durée et les conditions de stockage des
olives (Rahmani, 1989; Perrin, 1992).
Les teneurs en Chlorophylles des huiles étudiées sont représentées dans la figure
15. Les valeurs sont de 11,85mg/kg pour la variété Azeradj et 16,63mg/kg pour la variété
Chemlal. Des différences significatives (p<0,05) sont révélées entre les deux huiles
anal ysées.
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Figure 15 : Teneurs en chlorophylles des huiles d’ olive.
Les barres verticales représentent les écarts types. Les deux |ettres (a-b) indiquent des valeurs

significativement différentes (p<0,05).

Les teneurs en chlorophylles des deux variétés sont similaires a celle rapportées par
Ranalli (1992) ; Gandul-Rojas et Minguez-Mosquera (1996); ils ont noté qu’une huile
d olive vierge renferme des teneurs en chlorophylles qui varient de 0 420 mg/kg dont 40 a
80% sont des phéophytines. Les concentrations obtenues sont largement supérieures a
celles obtenues par Haddada et al. (2007) qui ont mené une étude sur des variétés d’ olive

tunisiennes.

D’autre part, la teneur en chlorophylles de la variété Chemlal est inférieure a celle
obtenue par Bengana et al. (2013) pour la méme variété; ils ont enregistré une teneur qui
atteint 21,9 mg/kg au stade de maturité trés précoce. En effet, les teneurs en chlorophylles
des fruits diminuent au fur et & mesure de leur maturation suite a la réduction de I’ activité
photosynthétique qui diminue progressivement (Criado et al., 2007; Baccouri et al.,2008).

L’ effet de larégion et de la saison influencent la composition des huiles d’ olive en
chlorophylles (Giuffrida et al., 2006; Gargouri et al., 2013) ce qui peut expliquer les
différences enregistrées entre les variétés.

Selon Morello et al. (2006), dans une étude portant sur la variété d’huile d’olive
espagnole « Arabiquina »; la teneur en chlorophylles differe significativement selon les
conditions climatiques.

La présente étude révéle que la teneur en chlorophylles est dépendante de I’ effet
variétal. L’ éude effectuée par Dirman et Dibeklioglu (2009) portant sur la caractérisation

de plusieurs variétés d huiles d’ olives turques confirme cette constatation.
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[11.2. Dosage des car oténoides

L’huile d'olive est protégée contre le dommage oxydatif par plusieurs substances
telles que les caroténoides qui ont un effet antioxydant et provitaminique (provitamine A)
(Roca et Minguez-Mosquera, 2001). Le P-caroténe, ainsi que d’autres caroténoides
présents dans " huile d’ olive vierge sont connus comme désactivant de |’ oxygene singul et
et sont donc des inhibiteurs tres efficaces de la photo-oxydation, induite par les pigments
chlorophylliens. L’ addition du caroténe a des concentrations supérieurs a 1mg /kg d’ huile,
réduit I’ effet photosensibilisateur de la phéophytine (a) (Rahmani , 1989).

En anaysant les résultats (figure 16) ,on remarque des différences
significatives (p<0,05) entre les deux variétés étudiées. La valeur minimae a éé
enregistrée dans la variété Chemlal (4,3 mg/kg) contrairement a la variété Azerad; (4,66
mg/kQg).

Par comparaison a la fourchette établie par Rahmani (1989) qui est de [0,33-4,20
mg/kg], on déduit que la teneur en caroténoides des huiles analysées est |égerement plus
élevée. D’aprés les résultats obtenus par Boufoudi et Yakoubi (2006) sur des variétés
locales (Bouchouk Sidi-Alch, Bouchouk Guegour, Aguenao, Nebdjemel, Zaltini, Bouichert,
Chemlal, Roujette de Mitidja et Abbani ) qui présentent des teneurs qui varient entrent
0,17 a1,183mg/kg, on constate que les deux variétés étudiees présentent des teneurs plus

élevées.
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Figure 16 : Teneurs en caroténoides des huiles d’ olive.
Les barres verticales représentent les écarts types. Les deux lettres (a-b) indiquent des valeurs

significativement différentes (p<0,05).
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Les résultats de la présente étude sont différents de ceux obtenus par Salvador et
al. (1998), qui ont mené une éude sur les huiles de la variété espagnole « Cornicabra ».
Ceci peut étre expliqué par I'effet variétal ou leur destruction suite a leur activité
antioxydante ou leur dégradation d autre part. Leur sensibilité serait due a leur structure
polyinsaturée conjuguée. D’ autre part, la concentration en ces constituants dépend d’ autres
facteurstels que le climat, la maturation et le procédé d’ extraction (Kristakis, 1998).

V. Mesuredel activité antioxydante

IV.1. Activité anti radicalaire

La neutralisation du radical DPPHe est utilisée afin d'évaluer la capacité
antioxydante des composés naturels. Les molécules anti-oxydantes peuvent neutraliser les
radicaux libres DPPHe et les convertir en d'autres composés plus stables, ce qui induit une
diminution de |'absorbance a 517 nm (Williams et al., 1995; Espin et al., 2000).
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Figure 17 : Activité antiradicalaire des huiles d’ olive (mg EAA/KQ).
Les barres verticales représentent les écarts types. Les deux lettres (a-b) indiquent des valeurs

significativement différentes (p<0,05).
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Figure 18 : Activité antiradicalaire des extraits d’ huile d olive (%6).

Les barres vertical es représentent les écarts types. Les deux lettres (a-b) indiquent des valeurs

significativement différentes (p<0,05).

Les résultats de I'activité antiradicalaire des échantillons analysés exprimés en
pourcentage d'inhibition du radical DPPH (figure 18) et en mg E.A.G/Kg (figure 17)
montrent qu’ils ont des aptitudes distinctes a piéger le radical DPPHe et ils sont différents
d une maniere significative (p<0,05).

L’ extrait d'huile de lavariété qui renferme lateneur en composés phénolique la plus
élevée présente |’ activité antiradicalaire la plus importante. L’ extrait d’huile de la variété
Chemlal exerce la meilleure activité de 157,04 mg E.A.A/Kg d'huile et inhibe 23,78% du
radical DPPHe, alors que la capacité antiradicalaire de I’ huile de la variété Azerad] est de
138,6 mg E.A.A/Kg d’huile avec une inhibition de 15,19%. Cette faible activité peut ére
due a ses faibles teneurs en polyphénols totaux et en ortho-diphénols (129,49 mg/kg et
19,02 mg/kg respectivement). Ces résultats concordent avec ceux de Gutfinger (1981) et
Ben Youssef et al. (2010) qui ont noté que les concentrations en ortho-diphénols sont
proportionnelles a la capacité antioxydante de I'huile d’olive. De plus Condelli et al.
(2013) ont révélé que les différences observées sont essentiellement dues aux profils
phénoliques. Une position ortho et para des substituants augmente la stabilité de ces
composés grace a leur capacité a former une liaison hydrogene intramol éculaire entre leur
groupement hydroxyle libre et leur radical phénoxyl lors d'une action antioxydante (Rice-
Evanset al., 1996; Re et al., 1999; Carrasco-Pancorbo et al., 2005).
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Selon Baiano et al.(2013), I’ activité antioxydante des extraits méthanoliques de |” huile
d olive évaluée par la méhode au DPPHe est significativement influencée par la variété

des olives.

IV.2. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est un indicateur significatif du potentiel antioxydant d’ une
substance, et présente souvent un profil comparable a celui des teneurs en substances
antioxydantes dont la nature et la concentration modulent le pouvoir réducteur. Les
propriétés antioxydantes de plusieurs composés phénoliques sont relativement liées a leur
pouvoir réducteur (Paixao et al., 2007).

Les antioxydants ayant une propriété réductrice tels que les polyphénols présents
dans les extraits méthanoliques d’ huiles d’ olives, réagissent comme donneurs d’ électrons
entrainant la réduction du complexe ferrique (couleur jaune) en fer ferreux (couleur bleu
verdétre), dont I’intensité est proportionnelle au pouvoir réducteur (Glilgin et al., 2007)

Les résultats du pouvoir réducteur des extraits exprimés en mg équivalent d acide

ascorbique/ kg d’ huile d’ olive sont représentés dans la figure 19.
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Figure 19 : Pouvoir réducteur des extraits d’ huile d’ olive.

Les barres verticales représentent les écarts types. Les deux lettre (a-b) indiquent des valeurs

significativement différentes (p<0,05).

L’analyse statistique a montré des différences significatives (p<0,05) entre les
extraits d’ huiles des deux variétés analysées. L’ extrait d’ huile de la variété Chemlal exerce

la meilleure capacité a réduire le fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe**) (147,4 mg
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EAA/kg), alors que I’ extrait d’ huile de la variété Azeradj a un pouvoir réducteur de 91,7mg
EAA/Kg. Ces différences peuvent étre attribuées aux variations quantitatives et qualitatives
en composés phénoliques sous I’ effet de la variété. L’ extrait d’huile riche en composes

phénoliques et en ortho-diphénols (Chemlal) présente lameilleure activité réductrice.

IV.3. Test au phosphomolybdate

L'analyse statistiqgue a révélé des différences significatives entre les variétés
analysées (figure 20) ; le pouvoir réducteur du molybdate le plus élevé est enregistré dans
I’extrait d’ huile de la variété Chemlal (50,08 mg EAA/kg d’ huile), contrairement a celui de
I’extrait d’ huile de la variété Azeradj (27,26 mg EAA/kg d' huile). Les différences notées
peuvent étre dues a la composition en antioxydants de chaque huile des variétés d' huile
d olive. L’extrait d huile le plus riche en composés phénoliques et en ortho-diphénols

(Chemlal) exerce le meilleur pouvoir réducteur du molybdate.
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Figure 20: Pouvoir réducteur des phosphomolybdates des extraits d’ huile d’ olive.

Les barres verticales représentent les écarts types. Les deux lettres (a-b) indiquent des valeurs

significativement différentes (p<0,05).

IV.4. Inhibition de peroxyde d’ hydrogene

Les radicaux hydroxyles sont les plus nuisibles pouvant attaquer toutes les molécules
biologiques dont I’ ADN, les protéines et les lipides (Ahsan et al. 2003). Les composés
phénoliques agissent comme donneurs d’ électrons, ils entrainent la décomposition du
peroxyde d’ hydrogene en H20 (Mc donald et al., 2001 ; Tripoli et al., 2005). Les résultats
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de I’ activité d’'inhibition du peroxyde d’ hydrogene des échantillons étudiés sont consignés
danslafigure si dessous.
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Figure 21: Inhibition du peroxyde d’ hydrogéene des extraits d' huile d olive .
Les barres vertical es représentent les écarts types. Les deux lettres (a-b) indiquent des valeurs

significativement différentes (p<0,05).

La capacité des huiles different significativement (p<0,05) entre les deux échantillons,
on constate que I’ extrait de la variété Chemlal exerce I’inhibition la plus élevée (21,24%),
contrairement a celui de la variété Azeradj (20,79%). La faible activité d'inhibition de
peroxyde d’ hydrogeéne enregistrée par |’ extrait de la variété Azeradj peut étre due en plus

de leur faible teneur en composes phénoliques aleur oxydation (Laincer et al., 2014).
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Conclusion

L’ étude réalisée a pour but d’ évaluer la caractérisation physico-chimique et le pouvoir
antioxydant des extraits d huile d’olive de deux variétés algériennes, Chemlal et Azerad

provenant de larégion Sidi Aich de lawilayade Bejaia

Les résultats obtenus présentent des valeurs d humidité, d'acidité, d'indice de
peroxyde et des coefficients d extinction spécifiqgue dans I'UV (K232, K270) qui
répondent aux limites éablies par le COI, (2003) pour une huile d’olive extra vierge, ce

qui nous permet de les classer dans |a catégorie « extravierge ».

L’ étude comparative entre les deux variétés a révélé que les teneurs en composes
phénoliques totaux, flavonoides, flavonols, ortho—diphénols et tannins condenses, sont
significativement différentes, cela peut étre due a I’ effet variétal. Cette étude a révélé que

les teneurs les plus élevées ont été obtenues dans I’ huile de la variété Chemlal.

Le dosage des pigments montre que la variété Azeradj est la plus riche en
caroténoides (4,66 mg/kg), aors que I'huile de la variété Chemlal est la plus riche en
chlorophylles (16,63mg/kg).

Les tests de I’ estimation de I’ activité antioxydante des extraits phénoliques des deux
variétés, indiquent que les valeurs les plus élevées sont enregistrées dans les extraits de la
variété Chemlal avec:

e Lameilleure activité antiradicalaire (157,04 mg E.A.A/KQ).
e Lameilleure capacité aréduire le fer ferrique en fer ferreux (147,4 mg EAA/KQ).
e Lemeilleur pouvoir réducteur du phosphomolybdate (50,08 mg EAA/kQ).

e Laplusforte capacité aréduire le peroxyde d’ hydrogene.

Ces résultats confirment I'intérét de la consommation de I'huile d’olive, vu leur
teneurs considérables en divers composés phénolique piégeant les radicaux libres qui sont

al’ origine de nombreux effets nocifs pour I’ organisme.
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Conclusion

Afin de compléter cetravail, il serait intéressant de:
e Déerminer lacomposition de |’ huile d olive en acides gras,
e Caractériser les différents antioxydants présents dans ces huiles.

e FEtaler letravail sur d’ autres variétés a gériennes.
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Annexe Il

Tableau |: Différentes catégories d huiles d’ olive (COI, 2003).

Huile Huiled'olive | Huiled'olive Huiled' olive Huiled olive
viergeextra | vierge vierge courante | viergelampante

Paramétres
Caractéristiques
organol eptiques

médiane - fruité >0 >0 =0

-défaut Me =0 0<Me<2.5 2.5<Me<6.0 Me>6.0

Acidité libre (% d'acide | <0.8 <2 <33 >33

oléique)

Indice de peroxyde (meq

O./kQ) <20 <20 <20 Non limité
Extinction spécifique

(UV)

270nm <0.22 <0.25 <0.30 -

232nm <2.50 <2.60 - -

Teneur en eau et en matiéres

volatiles % m/m <0.2 <0.2 <0.2 <0.3

Tableau |l : Composition en triglycérides de |’ huile d’ olive ( Ryan et al., 1998).

Nature | % Desglycérides
000 40-60
POO 10-20
OOL 10-20
POL o7
SO0 35

O: Acide Oléique, L: Acide Linoléique, P: Acide Palmitique, S:Acide stéarique.
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Tableau I11: Les principaux acides gras présents dans I'huile d'olive (Roehlly, 2000).

Acidegras Teneur en
Longueur delachaine et nombred'insaturation | o4
Acide oléique Cisl 55-83
Acidelinoléque Cis2 3,5-21
Acide palmitique Cis0 7,5-20
Acide stéarique Cis0 0,5-5
Acide palmitoleique Cil 0,3-3,5
Acidelinolénique Cis:3 <0,9
Acide arachidique Cx:0 <0,6
Acide gadoleique Cx:l <0,4
Acide heptadécanoique C7:0 <0,3
Acide heptadécenocique Ci71 <0,3
Acide behenique C,:0 <0,2
Acide lignocerique Cx:0 <0,2
Acide myristique Cuiz0 <0,05
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Annexe IV

Tableau | : Tableau récapitulatif des résultats des deux variétés d huile d olive.

Azeradj | Chemlal
K232 1,427 1,249
K270 0,149 0,139
H (%) 0,163 0,113
Acidité (% acide oléique) 0,483 0,672
IP (meq d O./kg) 3,667 4,68
Polyphénols totaux (mg EAG/KQg) 129,49 | 184,63
Flavonoides (mg EC/kg) 21,802 | 29,88
Flavonols (mg EQ/K Q) 2,61 4,98
Ortho-diphénols (mg EAC/K Q) 19,02 24,58
Tannins condenses (mg ECy/kg) 0,38 0,46
Chlorophylles (mg E phéophytine/Kg) 11,85 16,63
Caroténoides (mg E B-caroténe/kg) 4,66 4,3
Activité antiradicalaires DPPHe ( mg EAA/KQ) | 138,6 157,04
Inhibition du radical DPPHe (%) 15,19 23,78
Pouvoir réducteur ( mg EAA/kg) 91,7 1474
Phosphomolybdate ( mg EAA/KQ) 27,26 50,08
Inhibition H202 (%) 20,79 21,24
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