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Introduction

I ntroduction

L’ une des nourritures sur laquelle le Coran attire I’ attention est I’ olive. Des recherches
récentes ont indiqué que I'olive est non seulement un aliment délicieux mais il représente
aussi une importante source de bienfaits pour la santé. En dehors de I’ olive en tant que fruit,
I’huile qui en est issue est une importante source de nutrition. C'est en ces termes que le

Coran souligne I'importance de I huile extraite de I’ olivier.

L’ huile d’ olive représente une source typique de lipides du régime méditerranéen. Elle
est I’une des huiles végétales les plus anciennes et la seule qui peut étre consommeée sous sa
forme brute sans traitement préalable (Boskou, 1996a). Dans les quelques années, il y a eu
une augmentation significative de la consommation globale de I huile d’ olive, méme dans les
pays ou €elle n'est pas produite, comme le Canada et le Japon (Mili, 2006). Cela est di en
grande partie a ses effets nutritionnels et bénéfiques sur la santé qui ont été liés al’ équilibre
optimal entre les acides gras saturés (AGS), mono insaturés (AGMI) et polyinsaturés (AGPI),
ainsi qu’ala présence de composants mineurs tels que les caroténoides, les polyphénols et les
tocophérols (Lazzez et al., 2008).

L’ effet bénéfique de I’ huile d'olive sur la santé humaine est attribué, entre autres, a sa
contenance en composés phénoliques. Ces derniers ne cessent de prendre une importance
croissante dans le cadre de santé. Leur pouvoir antioxydant naturel suscite plus d’intérét pour
la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et cardiovasculaires. Ils
sont également utilisés comme additifs dans les différentes industries: pharmaceutique et
cosmétique (Aouidi et al., 1990).

Plusieurs éudes ont démontré la capacité antioxydante des polyphénols de I’ huile
d'olive (Servili et al., 2009). En plus de I’'inhibition de la peroxydation des lipides, les
composés phénoliques piegent les radicaux libres et par conségquent protégent le corps humain
(Ciceraleet al., 2009).

Le contenu phénolique des huiles d’olive varie en fonction du climat, du type de
récolte, du degré de maturité des olives, des techniques de production et des méthodes de
conservation (C.O.1., 2017).

L’ objectif de notre éude consiste a évaluer |’ activité antioxydante d’ une huile d’olive

vierge commerciae (Zzit IFRI) additionnée d’ une plante aromatique (le thym).

Y



Introduction

Afin de mieux situer le contexte dans lequel s'inscrit cette recherche, une synthese
bibliographique est présentée sur I'huile d’olive, le thym et en dernier les antioxydants et
I’ activité antioxydante de I huile d' olive.

La partie expérimentale de ce travail est consacrée a la détermination de la teneur en
composes phénoliques, ainsi qu'a I'évauation de I'activité antioxydante de I'huile et des

extraits méthanoliques des différents échantillons.
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Chapitrel : L"huiled' olive
|.1. Définition

On désigne par I'huile d'olive vierge toute huile extraite du fruit de I’olivier (Olea
europaea L.) uniquement par des procédés mécaniques ou d autres procédés physiques et
dans des conditions, notamment thermiques, n'entrainant pas d altération de |'huile, a
I” exception des huiles obtenues par solvant ou par des procédés de réestérification et de tout
mélange avec des huiles d autre nature. L’ huile d’ olive vierge ne doit avoir subi aucun autre
traitement que le lavage, la décantation, la centrifugation et lafiltration (C.O.I., 2003).

|.2. Composition del’huiled’olive

L’ huile d olive contient des éléments majeurs et mineurs. L’ huile d’ olive possede une
composition nutritionnelle équilibrée en fraction saponifiable (acides gras et triglycérides qui
représentent 98% du poids total), et en fraction insaponifiable qui sont des composés mineurs
représentant 2% du poids total de I'huile (les composés volatils, stérols, tocophérols,
pigments...) (Benlemlih et Ghanam, 2012).

La composition chimique de I’ huile d olive dépend largement de la variété du fruit,
des conditions agronomiques, du degré de maturité, des procédés d extraction et des
conditions de stockage (Dugo et al., 2004).

|.2.1. Lafraction saponifiable

Elle est constituée généralement de 98 a 99% de triglycérides, de 1 & 2% d’ acides gras
libres ainsi que de composés mineurs de nature glycéridique tels que les cires, les mono et di
glycérides et les phospholipides (Ryan et al.,1998 ; Ollivier et al., 2000). Elle se compose
essentiellement de:

a. Lesglycérides

Ce sont des esters d'acides gras et glycérol. Les glycérides constituent e principal
composant d huile d’olive, environ 98% (Ollivier et al., 2004). Les principaux triglycérides
de I’huile d'olive sont : la triol&ne«OOO0»(40 a 60%), la dioléopalmitine «POO» (10 a 20%),
la dioléolinoléne «OOL» (10 a 20 %), la pamitooléolinoléine «POL» (5 a 7%) et la
dioléostéarine «SOO» (3 a 7%) (Ryan et al., 1998; Boskou et al., 2006).

)



Synthese bibliographique

b. Lesacidesgras

Selon Benlemlih et Ghanam (2012), les acides gras présents dans I’huile d olive
sont: I'acide palmitique, pamitoléique, stéarique, oléique, linoléique, linolénique et

myristique. Les heptadécanoique et ecosanoique se trouvent en quantités infimes. Le tableau |

Chapitrel : L"huiled olive

récapitule la composition de |” huile d olive en acide gras (C.O.I., 2001).

Tableau | : Composition en acides gras des |’ huile d olive par chromatographie en phase

gazeuse (C.O.l., 2001).

Acidegras Symbole Pour centage (%)
Acide oléique Ci18:1 55-83
Acidelinoléque C18:2 35-21
Acide pamitique C16:0 75-20
Acide stéarique C18:0 05-5
Acide pamitoléque C16:1 0,30-35
Acide linolénique C18:3 <1

Acide arachidique C20:0 <0,6
Acidegadoléique (eicosénoique) | C20 :1 <04
Acide myristique C14:0 <0,05
Acide heptadécanoique C17:0 <0,3
Acide heptadécénoique C17:1 <0,3
Acide béhénique C22:0 <0,2
Acide lignocérique C24:0 <0,2

|. 2.2. Lafraction insaponifiable

L’ insaponifiable correspond a I’ ensemble des constituants d’un corps gras qui, apres

saponification, sont peu solubles dans |’ eau et solubles dans les solvants apolaires. Elle est

constituée d hydrocarbures, de stérols, d'acools terpéniques, de tocophérols, de composés

phénoliques et de pigments (chlorophylle, caroténoides) (Jacotot, 1993).
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a. Lesstérols

Les stérols végétaux appelés phytostérols occupent la plus grande partie de la matiere
insaponifiable des huiles, constituants non glycériques, ils représentent en poids environ 50%
de I'insaponifiable. La composition stérolique est spécifique pour chague espéce végétale.
Plusieurs études ont identifié trois principaux stérols dans les huiles d’olive : le B-sitostérol, le

campestérol et le stigmastérol (Stiti, 2002 ; Bentemime et al., 2008).

b. Lescomposes aromatiques
Responsables de I’aréme délicat de I huile d olive, ils sont constitués d’ un mélange de
composeés volatils : aldéhydes, alcools, esters, hydrocarbures, cétones (Boskou et al., 2006a ;
Kaluaet al., 2007).

La teneur en composés volatils varie d’un cultivar a un autre et dépend étroitement de
I’ activité des enzymes de la voie de la lipoxygénase (Dhifi et al., 2005 ; Runcio et al., 2008).
D’ autres facteurs peuvent influencer leurs teneurs, a savoir : le degré de maturité des olives, le
stockage des olives, le temps et la température du malaxage, les conditions climatiques et
I” état sanitaire des olives (Morales et al., 2005 ; Baccouri et al., 2008).

c. Lescomposés phénoliques
L’ une des caractéristiques les plus importantes de I’ huile d’olive est sa richesse en
composés phénoliques, en particulier I’hydroxytyrosol et I'oleuropéine possedant des
propriétés antioxydante. Les quantités présentes dans les huiles d’ olive dépendent du degré de
maturité des olives (Rovellini et Cortesi, 2003), la saison et les conditions climatiques
(Salvador et al., 2003), |’ état sanitaire des olives (Tamendjari et al., 2004), la variété et le
systeme d’ extraction de |’ huile (Gimeno et al., 2002).

L'huile d'olive contient des composés phénoliques simples et complexes qui
augmentent sa stabilité et lui conférent des propriétés antioxydantes et modulent sa saveur.
Les composés phénoliques contribuent fortement au golt piquant, a I'astringence et
I”amertume des huiles (Haddam et al., 2014).

d. Les pigments

¢ Leschlorophylles

Les chlorophylles sont présentes dans I"huile d' olive fraiche avec un taux de 1 a 20
mg/Kg, dont 40 a 80% sont des phéophytines (Ranalli, 1992). Les chlorophylles a et b se

s
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dégradent facilement en phéophytines (de couleur marron). Ce sont les chlorophylles et les
phéophytines qui sont essentiellement responsables de la couleur caractéristique de | huile
d olive (Rahmani, 1989 ; Gandul-Rojas et Minguez-M osquer a, 1996).

+» Lescaroténoides

Le pigment caroténoide le plus retrouvé dans I’huile d’olive est le [B-caroténe
(Provitamine A). Son taux varie de 0,3 a 3,7 mg/Kg d’huile. 2 mg de P-caroténe se
transforment en 1mg de vitamine A. La provitamine A se transforme en vitamine A au cours
de I’absorption intestinale (Kataja-Tuomola, 2008). Le B-caroténe présente une action
vitaminique et antioxydante. Certains auteurs ont noté que les facteurs biologiques et
technologiques; le systeme dextraction, le mode et la durée de conservation et
particulierement la maturation du fruit influent sur la composition en pigments caroténoides
del’huile d’olive (Nieves Criado et al., 2008).

|.3. Catégoriesdel’huiled’ olivevierge

L’ huile d olive vierge comprend diverses appellations : vierge extra, vierge fine, vierge
courante, vierge lampante. Ces diverses catégories qui correspondent a une certaine qualité
sont définies en fonction de I’ acidité de |" huile, de son indice de peroxyde ainsi que d’ autres

criteres chimiques et qualités organol eptiques (Perrin, 1992).

Le Consell Oléicole International (C.O.l., 2015) a classé I'huile d'olive en quatre
catégories selon un ensemble de parametres reportés dans le tableau II.
Tableau II: Les différentes catégories de |” huiles d’ olives établies par le Conseil Oléicole
International (C.O.1., 2015).

Huile Huile d’olive | Huile d’olive | Huile d’olive | Huile d’'olive
Paramétre viergeextra |vierge vierge vierge
courante lampante

Acidité libre (% d'acide|<0,8 <2,0 <33 >33
oléique)

Indice de peroxyde | <20 <20 <20 Non limité
(méq d’O2/Kg)

Extinction Koz <25 <2,5 / /
specifique (UV) - M ™ <22 <025 <0,30 /
Critere Défaut | Me=0 0<Me<2,5 35<Me<6,0 | Me>6,0
organoleptique " e [ Me>0 Me>0 / /

médiane (Me)
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Chapitre 11 : Le thym (Thymus sp.)

Depuis I'antiquité, I’'Homme utilise les plantes comme une source principale de
nourriture, par la suite, il s est développé pour les utiliser comme remedes afin de soigner les
différentes maladies. les plantes sont encore destinées a la santé humaine malgre les efforts
des chimistes qui essayent de synthétiser de nouvelles molécules. D’ apres les études
statistiques, plus de 25% des médicaments dans les pays dével oppés dérivent directement des
plantes (Damintoti, 2005).

L’histoire des plantes médicindles a commencé dans les pays orientaux,
particulierement en Egypte, Perse et Inde. Dans les civilisation chinoises et indiennes, a
retrouvé des traces d’ utilisations médicinales trés anciennes (Fouché et al., 2000 ; Dweek,
2002).

L’Algérie est connue pour sa richesse en plantes médicinales en regard de sa
superficie et sa diversité bioclimatique. Le genre Thymus de la famille des Lamiacées,
comprend plusieurs especes botaniques réparties sur tout le littoral et méme dans les régions
internes jusqu’ aux zones arides (Haddad et al., 2004).

Le thym est une plante originaire de I’ ouest des régions méditerranéennes (Ozcan et
Chalchat, 2004) et aussi autochtone du sud d’ Europe (T akeuchi et al., 2004).

[1.1. Définition

Le nom Thymus dérive du mot grec « Thymos » qui signifie parfumer, a cause de
I’ odeur agréable que la plante dégage (Pariente, 2001) et possede une saveur amere et chaude
(Demerji, 2012).
Les différentes appellations de thym :
Nom arabe : Zaitra (Quezel et Santa, 1963).
Nom berbére :Tizaatarte (Quezel et Santa, 1963).

I1.2. Classification botanique

Le genre « Thymus » est I’un des huit genres les plus importants qui comporte 300
espéces, ce genre appartenant a la famille des Labiées et e nombre d’ espéces change selon le

point de vue taxonomique (M orale, 1997).

y
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Selon Gaussen et al. (1982), la classification botanique du thym est résumée dans le tableau
suivant.
Tableau III : Classification botanique de thym (Gaussen et al., 1982).

Regne Plantae
S/régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
S/Classe Asterdae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Thymus
Espece Thymus sp.

[1. 3. Principes actifsdu thym
% Huilesessentielles

Les huiles essentielles du thym sont composés par |es molécules aromatiques d’ origine
végétal e présentant une tres grande diversité de structure (L oziene et al., 2007).

Les composés chimiques de plus grande efficacité et a plus large spectre sont les
phénols (thymol, carvacrol et eugénol), les alcools (a-terpineol, terpinen-4-ol, linalol, ...), les
aldéhydes, les cétones et plus rarement les terpénes (Cosentino et al., 1999 ; Dorman et
Deans, 2000). La composition de |” huile essentielle de quelques espéces de thym en Algérie
est illustrée dans e tableau 1V.

Tableau IV : Composition de I” huile essentielle de quel ques especes de thym en Algérie.

Auteurs Espéces Compositions majoritaires
Kabouche et al. Thymus numidicus | Thymol (68,2%), Carvacrol (16,9%),
(2004) Linolool (11 ,5%).

Thymus numidicus | Thymol (60,80%), Carvacrol 5,10%, p-
Cyamére (10,30%), y-Terpenéne (7,60%),
Haddad et al. (2004) Linolool (8,00%).

Thymus vulgaris Thymol (25, 40%), Carvacrol (11, 30%), P-
Cyamére (26, 20%), Thynol-guinome (10,
42%).
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Les acides phénoliques:
La composition en acides phénoliques de thym est représentée dans le tableau 1V.

Tableau |V : Composition en acides phénoliques du thym.

L esacides phénols Auteurs
Acide chlorogénique Angela (2008).

Acide caftarique Angela (2008) ; Mariana (2007).
Acide caféique Cowan (1999).

Acide p-coumarique Angela (2008) ; Mariana (2007).
Acide ferulique Angela (2008) ; Mariana (2007).
Acide gentisique Angela (2008).

Acide rosmarinique Takeuchi et al. (2004).

L esflavonoides : hesperédine, eriotrécine, narirutine (Takeuchi et al ., 2004) et la

lutéoline (Angela, 2008).

[1.6. Propriétésdu thym :

X/
o

X/
L X4

X/

L X4

X/
L X4

Propriétés antivirales, antifongiques, anti-inflammatoires et antibactériennes dont
une étude a montré que les extraits méthanoliques et hexaniques des parties
aériennes de Thymus vulgaris inhibent la croissance de Mycobacterium tuberculosis
(bactérie qui cause latuberculose) (Jiminez-Arellanes et al., 2006) ;

Propriétés anthelminthiques (Al-Bayati, 2008) ;

Propriétés antioxydantes (Takeuchi et al., 2004 ; Golmakani et Rezaei, 2008), en
raison de ces propriétés, le thym est utilisé comme un conservateur afin de prolonger
la durée de conservation des poissons Thunnus thymnus durant leur stockage (Selmi
et Sadok, 2008) ;

Le thymol est un antiseptique puissant, il est 25 fois plus actif que le phénol, sur
lequel il possede I’ avantage de moins irriter les mugueuses, ¢’ est un désodorisant
efficace. L’ essence de thym est stomachique et carminative (Schauenberg et Paris,
2013) ;

Les principaux congtituants du thym montrent des propriétés vermifuges et
vermicides (Bazylko et Strzelecka, 2007).

g
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+«» Parmi les additifs naturels, le thym est utilis€ comme aromate en cuisine et en infusion
pour ses propriétés médicinales (M azoyer, 2002).

% |l est considéré aussi comme |’ un des remédes populaires les plus utiles et efficaces dans e
traitement des affections respiratoires ; rhume, grippe et angine. Il contribue également dans
le nettoyage et la cicatrisation des plaies et aussi |'expulsion des gaz intestinaux (Hans,
2007).
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Chapitrelll : Les antioxydants et |’ activité antioxydante de |" huile olive

I11.1. Généralités

[11.1.1. Définition

L’ antioxydant est une substance qui inhibe ou retarde significativement |’ oxydation
d' un substrat, alors qu’ elle se présente en concentration trés faible dans le milieu ou €elle in-
tervient (Sies, 1993).

L’ oxydation est un mécanisme qui se produit non seulement au cours de I’ éaboration
des huiles mais également a I’intérieur de I’ organisme humain par des réactions qui provo-

quent laformation des radicaux libres (agent peroxydant) (C.O.I., 2011).

I11.1.2. Classification des antioxydants

111.1.2.1. Antioxydants synthétiques

Dans I'industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques tels que le butylhydroxya-
nisole (BHA), le butylhydroxytoluéne (BHT), le gallate propylée (PG) et le tétra-
butylhydroquinone (TBHQ) sont utilisés largement parce qu’ils sont efficaces et moins chers

gue les antioxydants naturels (Lisu et al., 2003).

111.1.2.3. Antioxydants d’origine végétale

Les plantes constituent des sources trés importantes d’ antioxydants. Les antioxydants
naturels dont I’ efficacité est la plus reconnue aussi bien dans I'industrie agroalimentaire que
pour la santé humaine sont : les tocophérols, les caroténoides et les polyphénols (Bouhadira,
2011).
a. Tocophérols

Les tocophérols sont des composés importants de I"huile d’ olive en raison de leur
contribution dans la définition finale de la qualité de ce produit (Boskou, 1996b). Ils se
présentent sous quatre formes isométriques : a, B, d et y. Les tocophérols protégent contre
I’ oxydation naturelle des acides gras, en particulier les acides gras polyinsaturés (AGPI)
(Sebei et al., 2007). Dans I’huile d’olive, la vitamine E connu sous le nom de 1’a-tocophérols
représente environ 90% du contenu total des tocophérols. Celle-ci se trouve sous la forme
libre (Boskou et al., 2006). La teneur totale en tocophérols dans les huiles d’olives est trés
variable puisqu’ elle a été reportée dans une gamme allant de quelques mg a 450 mg/Kg
d huile (Boskou et al., 2006).

o
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La structure des tocophérols se compose d’un cycle chromanol mono-, di, au tri- mé-
thyle auquel se trouve rattachée une chaine carbonée latérale (chaine phytyle) saturée de 16
carbones. Les tocophérols different entre eux seulement par le nombre et I’ arrangement des
groupements méthyles autour du cycle benzéne du noyau chromanol (Cuvelier et al., 2003).

Les différentes structures chimiques des tocophérols sont représentées dans la figure

ci-dessous.
Nom R1 R2 R3
a —Tocophérol Me Me Me
B -Tocophérol Me H Me
v -Tocophérol H Me Me
0 -Tocophérol H H M

Figure 1 : Structure chimique des tocophérols (L ee et al., 2004).
b. Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des produits naturels présents dans le régime méditer-
ranéen qui inclut I’ olive de table et I’ huile d’ olive. Ce sont des métabolites secondaires jouant
un role essentiel danslarésistance aux maladies (Selva et al., 2006).

Les composés phénoliques peuvent constituer des signaux de reconnaissance entre les
plantes, ou bien lui permettant de résister aux diverses agressions vis-a-vis des organismes
pathogenes. Ils participent de maniere tres efficace a la tolérance des végétaux a des stress
variés, donc ces composes jouent un réle essentiel dans I’ équilibre et |’ adaptation de la plante
au sein de son milieu naturel. D’un point de vue thérapeutique, ces molécules constituent la
base des principes actifs que |’ on trouve dans les plantes médicinales (M acheix et al., 2005).

L’ huile d’ olive vierge est quasiment la seule huile contenant des quantités notables de
substances phénoliques naturelles. Ces composes sont responsables du golt si particulier, ala
fois amer et fruité et contribuent pour une grande partie ala stabilité de I’ huile, en augmentant
sarésistance al’ autoxydation (Boskou, 1996b). Ces composés contribuent a la bonne stabilité
d une huile de deux manieres : d’une part, ces composés, antioxydants naturels, vont s oxyder

préférentiellement aux acides gras insaturés ; d autre part, on attribue aux phénols la capacité

de piéger lesradicaux OH" (Gutiérrez et al., 2001).

s
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Le tableau suivant présente les principal es classes des composés phénoliques.

Tableau VI: Principales classes des composés phénoliques (Harborne et al., 1980).

Squelette carboné | Classe Exemple

Cs Phénols simples Catéchol

Ce-Cs Acides hydroxybenzoiques P- hydroxybenzoique

Cs-C3 Acides hydroxycinnamiques Acides Caféique,
Coumarines féruliquescopol étine,escul étine

Ce-C4 Naphtoquinones Juglon

C6.Co-Cs Stilbénes Resvératol

Cs-C3-Cs Flavonoides, Flavonols Kaempférol, Querceétine, Pélargonidine,
Anthocyanes, Flavanols, Flavanones, | Cyanidine Catéchine, Epicatéchine
Isoflavonoides Naringénine, Dédzéime

(Ce-Cs) 2 Lignanes Pénorésinol

(CeCy)n Lignanes

(C5) n Tannins

Les formules de quelques phénols présents dans |’ huile d’ olive sont présentées dans la

figure02:

e
HO Ox-© COOCH 3

=
= o]

H
HO /3 COOH

HO

Oleuropéine aglycone

OH

Ligstroside aglycone

HG@FCHQGOOH

\ HO —@—CDE}H
CH0

Acide galligue Acide Homovanilligue Acide Hydroxybenzoique Acide Protocatéchique

S
HO—  —000H
_{:_'.=>_

CHyO

Acide Vanillique

HO
HO @/\ HO@
OH OH

Hydroxytyrosol

Tyrosol

HO —Q— COOH

HO

H
HU@C .‘:ﬁxCOOH

HO
Acide Caféique

Figure 02 : Structure des principaux composeés phénoliques de |’ huile d olive (Servili et al.,

2004).
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c. Caroténoides:

Les principaux caroténoides de 1’huile d’olive sont la lutéine, le [ caroténes
xanthophylles suivantes. néoxanthine, violaxanthine, lutéoxanthine, anthéraxanthine, muta-
toxanthine et beta-cryptoxanthine (Ryan et al., 1998; Mateos et Gar cia-M esa, 2006).

IIs sont bien connus comme désactivant de I’ oxygeéne et sont donc des inhibiteurs treés
efficaces de la photoxydation induite par les pigments chlorophylliens (Perrin, 1992).

La formule des 3 caroténes est présentée dans la figure suivante :

CH’ H'C CH

H'C

Figure 03: Structure chimique du § caroténes des huiles d’olive vierge (Perrin, 1992).

[11.1.3. Mécanisme d’ action des antioxydants

D’une maniére générale, un antioxydant peut empécher |’ oxydation d’ un autre substrat
en s oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de
donneurs d’ atome d’ hydrogene ou d’ électrons souvent aromatique cas de dérivés du phénal.
En plus, leurs radicaux intermédiaires sont relativement stablesdu fait de ladéocalisation
par résonance et par manque de positions appropriées pour étre attaquer par I’oxygene
moléculaire.

Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent I'initiation
en complexant les catalyseurs, en réagissant avec |'oxygene, ou des agents de
terminaison capables de dévier ou de piéger lesradicaux libres, ilsagissent en formant des
produits finis non radicalaires. D’autres, en interrompant la réaction en chaine de
peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical d acide gras avant que celui-ci
ne puissent réagir avec un nouvel acide gras. Tandis que d’ autres antioxydants absorbent
I’ energie excédentaire de I’ oxygene singulet pour latransformer en chaleur (Berset et Cerve-
lier, 1996).

.
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I11.2. Lesfacteurs qui influencent sur la teneur en antioxydants:

Le niveau des antioxydants dépend de plusieurs facteurs tels que les variétés d olive

utilisée, la maturation des olives et laméthode d’ extraction de |’ huile (Gimeno et al., 2001).

L’huile d’olive vierge, obtenue a partir de la premiere pression a froid, contient une
chaine d antioxydants et de congtituants flaveurs (Gimeno et al., 2001). Le systéme
d extraction utilisé a un effet important sur la concentration en composes phénoliques dans
I"huile d’olive vierge (Ranalli et al., 1999 ; Cerretani et al., 2005). Leur teneur en composes
phénoliques diminue fortement au cours de la maturation des olives (Gimeno et al., 2002 ;
Cicerale et al., 2009). Durant la maturation des olives, les composés libres de I’ oleuropéine
augmentent dans les olives mars, I’hydroxytyrosol présente une quantité d environ
1,0a3,0g /100 g de poids sec (De L eonardis et al., 2005).

Selon Maestro et al. (1993), les atmospheres ayant un haut niveau de CO, et un bas
niveau d’ O, inhibent le brunissement du tissu végétal et diminuent I’ activité de la polyphéno-
loxydase. Cette activité est la principale cause de destruction des polyphénols dans les olives.
Le stockage des olives a 5°C semble retarder la diminution aigue de la teneur en composés
phénoliques par apport a une température de stockage d’ environ 12°C (M aestro et al., 1993).

D’ autres facteurs peuvent influencer la qualité et la teneur des antioxydants de |” huile
d olive vierge. Les facteurs agronomiques et climatiques exercent une grande influence sur la
maturation de fruit et donc sur la composition chimique et la teneur en antioxydants de I” huile
d olive vierge. Le cultivar et le lieu de plantation jouent un role important dans la teneur en
antioxydants de |’ huile d’' olive (Ryan et al., 1998).

111.3. Stabilité oxydative del’huile d’olive

La stabilité oxydative est un paramétre déterminant la qualité des huiles et leur aptitu-
de ala conservation. Elle permet une estimation de la susceptibilité a la dégénérescence oxy-
dative, qui est la cause majeure du rancissement (Aparicio et al., 1999; Velasco et Dobar-
gane, 2002) qui alieu en présence d une atmosphére riche en oxygene, générant des radicaux
libres instables qui sont réactifs et capables de modifier les caractéristiques sensorielles et
nutritionnelles de I’ huile d' olive (M ateos et al., 2006).

La stabilité oxydative d’ une huile ou de toute matiére grasse est liée d'une part a son
taux en acides gras monoinsaturés et polyinsaturés (Arranz et al., 2008; Krichene et al.,

2010) et d autre part, & sa composition en antioxydants naturels.
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L’ huile d'olive est caractérisée par un profil en acides gras dominé par |’ acide oléique
(55 a 83 %) qui participe a sa stabilité oxydative vu qu’il est beaucoup moins susceptible a
I’ oxydation comparé a des huiles contenant des taux €levés en acides gras polyinsaturés
(Beltran et al., 2004; Gallina-Toschi et al., 2005).

L’huile d’'olive est une source importante d antioxydants naturels, a savoir les
tocophérols, les composés phénoliques, les caroténoides et autres. Ces antioxydants qui
agissent par différents mécanismes contribuent différemment a la stabilité de I'huile
(Bendini et al., 2007).
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Chapitre | : Matériel et méhodes

|.1. Matériel végéetal
[.1.1. L huiled’olive

Notre étude porte sur I’huile d’olive extra vierge commerciale dénommée Zzit IFRI
(figure 04), qui est produite par la sociéte Ifri située a Ighzer Amokrane, Ahrik, commune
Ouzellaguen, Bejaia, pendant la compagne oléicole 2016/2017. L’ huile a été extraite par

premiére pression afroid.

|.1.2. La plante aromatique utilisée

Nous avons utilisé une plante aromatique qui se dénomme le thym (Thymus sp.). Cette
plante a été récoltée en mois d avril au niveau d’ une région montagneuse du village de Samaoun,

commune de Chemini, Sidi Aich, Bgaa.

La partie aérienne de Thymus sp., utilisée dans notre travail est présentée dans la
figure 05.

Figure 05 : Photographie de la partie aérienne de Thymus sp.

Apres la récolte, la plante est nettoyée, puis lavée a l’ eau plusieurs fois, ensuite, laissée
égoutter a l’air libre pendant une nuit. A la fin de cette étape, nous avons étalé la plante sur un

papier d’ auminium pour réaliser un séchage al’ éuve a40°C pendant 30 minutes.

5,
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|.2. Préparation du mélange huile/plante aromatique

Apres homogeénéisation de chague compartiment de notre échantillon, nous avons réalisé
un mélange huile/plante & 10%. Les huiles témoins et les mélanges huile/plante sont
conditionnés dans des flacons en verre fumé, remplis a plein et bien scellés et stockés a deux
températures différentes : température ambiante et 30 °C.

Avant d effectuer les différentes analyses, nous avons procédé a une filtration des
échantillons d” huile d’ olive sur un papier filtre pour éiminer les différents débris de la plante.

La méthodol ogie de stockage que nous avons suivi au cours de notre pratique est résumée
dans le tableau suivant :

Tableau VII: Méthodologie de stockage des échantillons

Echantillon Période de stockage Température
de stockage
Huile d’ olive témoin Ojours/5jours/ 10 jours/20jours Teambiante/ 30°C
Méange: 5jours/10jours/20jours. T°ambiante/30°C
(Huile d' olive/thym)

La dénomination des différents échantillons est donnée dans le tableau suivant :

|
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Tableau VIII : Dénomination des différents échantillons

Echantillon Signification
HTOJ Huile témoin sans stockage
HT5JTAM Huile témoin stockée a température ambiante pendant 5 jours
HATS/TAM Huile aromatisée au thym stockée a température ambiante pendant 5 jours
HT5J30°C Huile témoin stockée a température 30°C pendant 5 jours
HAT5J30°C Huile aromatisée au thym stockée a température 30°C pendant 5 jours
HT10JTAM Huile témoin stockée a température ambiante pendant 10 jours
HAT10JTAM Huile aromatisée au thym stockée a température ambiante pendant 10 jours
HT10J30°C Huile témoin stockée a température 30°C pendant 10 jours
HAT10J30°C Huile aromatisée au thym stockée a température 30°C pendant10 jours
HT20JTAM Huile témoin stockée a température ambiante pendant 20 jours
HAT20JTAM Huile aromatisée au thym stockée a température ambiante pendant 20 jours
HT20J30°C Huile témoin stockée a température 30°C pendant 20 jours
HAT20J30°C Huile aromatisée au thym stockée a température 30°C pendant 20 jours

|.3. Extraction et dosage des composes phénoliques

Les polyphénols totaux sont dosés par le suivi de leur capacité a réduire les acides
phosphotungstiques (H3PM 1,040) €t phosphomolybdiques (H3PW12040), contenus dans |e réactif
de Folin-Ciocalteu, en oxydes de tungstene et molybdene. Ces derniers présentent une coloration
bleutée qui est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les échantillons
(Singleton et al., 1999).

a. Extraction

L’ extraction des composés phénoliques en phase solide consiste a introduire un
échantillon d'un gramme d huile dissout dans un 10 ml d’hexane a travers une colonne
d octadécyl C18 qui retient les composés phénoliques. Une éution est réalisée avec du méthanol
(2 x 4 ml) (Favati et al., 1994).

=
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b. Dosage
La teneur en composés phénoliques totaux est déterminée selon la méthode décrite par

Favati et al. (1994). Un volume de 2ml d’ extrait phénolique est mélangé avec 5ml d’ eau distillée
et 0,5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu. Le mélange est agité pendant 3 minutes puis additionné
de 4 ml de carbonate de sodium (10%). Ensuite, ajuster 220 ml avec de |’ eau distillée. Aprés 90
minutes d’ incubation al’ obscurité, I’ absorbance est mesurée a 765 nm.

La concentration en composés phénoliques totaux des extraits de | huile est déterminée
en se référant a la courbe d’ étalonnage (annexe 1) obtenue en utilisant |’ acide gallique comme
standard.

|.3.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner, avec le groupement CO, un complexe de couleur jaunatre en présence
d auminium.

Le dosage des flavonoides est réalisé suivant la méthode de Braz, (2012). Un volume de
2 ml de I’extrait est mélangé a 1ml de la solution de trichlorure d’ aluminium AlCl3 a 2%. Aprés
incubation a I’ obscurité pendant 15 min et a température ambiante, |’ absorbance est mesurée a
430 nm.

La quantité de flavonoides est exprimée en mg équivalent de quercétine dans un kg
d huiles, en se référant a une courbe d’ étalonnage réalisée avec la quercétine (annexe ).

|.4. Etude del’activité antioxydante de |’ huile d’olive

|.4.1. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est I'aptitude des antioxydants (réducteurs) dans les extraits a
réduire le fer ferriquedu complexe ferricyanure de potassium en fer ferreux. La forme réduite
donne une couleur verte qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de I’ extrait (Blazovics et
al., 2003).

Le pouvoir réducteur est estimé par la méthode d’Amro et al. (2002): Un volume de
2,5 ml d'extrait est mélangé avec 2,5 ml de tampon phosphate (0,2M, pH 6,6) et 2,5 ml de
ferricyanure de potassium (1%). Aprés incubation & 50°C/20 min, un volume de 2,5 ml d’acide

=
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trichloracétique (10%) est additionné au mélange. Aprés 10 min d’incubation, 0,5ml de chlorure
ferrique (0,1%) sont gjoutés et |’ absorbance est mesurée a 700 nm.
Le pouvoir réducteur est exprimé en mg équivalent d acide caféique dans un kg d’ huiles,

en seréférant a une courbe d étalonnage réalisée avec |’ acide Caféique (annexel).

1.4.2. Mesuredel’activité antiradicalaire

Le DPPH est un radical libre et stable, caractérise par une couleur violette dont I’ intensité
est mesurée a 515 nm (Brand-Williams et al., 1995). La substance antioxydante agit en
transférant un éectron ou un atome d’ hydrogene, ce qui conduit a la réduction du DPPH au
cours de la réaction et a un changement de coloration vers le jaune péle. Ce passage, de la
premiere forme ala deuxieme, est accompagné d' une diminution de I’ absorbance. Le résultat est

exprimé en pourcentage de réduction de DPPH (Molyneux, 2004; Villano et al., 2007).

1.4.2.1. Activité scavenger del’extrait méthanoliques sur le radical DPPH

Un volume de 1,5 ml dextrait est mélangé avec un méme volume de solution
méthanolique de DPPH (10™M). La décoloration par rapport au témoin, contenant le DPPH et le
solvant, est mesurée au spectrophotometre a 515nm aprés 60 min d'incubation a I’ obscurité
(Lesage-M esssen et al., 2001).

L’ activité antioxydante est exprimée en pourcentage d’ inhibition du radical DPPH selon
laformule ci-apres:

[ Le (%) d’inhibition du DPPH = (Ac—Ae/ Ac). 100 ]

e Ac: Absorbance du controle
e Ae: Absorbance del’ échantillon

1.4.2.2. Activité scavenger del huile sur leradical DPPH

L’ évaluation de I’ activité antioxydante des échantillons d huile d olive est estimée selon
la méthode décrite par Ramadan et Morsel (2006). Un volume de 3,9 ml de la solution de
DPPH qui a été préparée dans le toluéne (10™) est additionné d’un volume de solution d’huile
diluée dans le toluéne a une concentration de 0,6 g/ml. Le mélange est agité pendant 10 secondes

au vortex, apres 60 min d’'incubation al’ obscurité, I’ absorbance est mesurée a 515 nm.

=



Partie expérimentale Chapitre I : Matériel et méthodes

L’ activité antioxydante est exprimée en pourcentage d’ inhibition du radical DPPH selon

laméme formule citée précédemment.

|.5. Etude statistique

Chague test est réalisé en trois essais et le résultat représente la moyenne des trois
mesures. Le traitement des résultats obtenus a été se fait a I’aide d’une éude statistique en
utilisant le logiciel STATISTICA (5,5). En appliquant une analyse de la variance (ANOVA),
suivie du test LSD. Le degré de signification des résultats est pris a la probabilité (p<0,05).
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Chapitrell : Résultats et discussion

I1.1. Dosage des polyphénols totaux

Les composés phénoliques jouent un role treés important dans la caractérisation et la
valeur nutritionnelle des huiles (Brenes, 2002). Ce sont |es composés principaux responsables

de la stabilité des huiles d olives pendant |e stockage et |e chauffage (Dimitr os, 2006).

Les teneurs en polyphénols totaux des différents extraits méthanoliques exprimées en

milligrammes d’ équivalent d’ acide gallique/K g sont représentées dans la figure 07.

160 - (g)
o
¥ 140 - (f)
9}
< 1207 © (¢
L (e
(@] 100 -
£
a 80 -
& I
O
©
R 40 - I
<
o
> 20 -
o
('l
O = T T T T T
& LU QO Q QOO
W S S Q S S Q Q S S
N Q\V «c)\\ «%\\0’ «6)\\0’ \9\\\V '\9\\\ ,\9\\0’ \9\\0’ ’\9\\/\ \\\ r»g\,\o’ o(,\o’
7 N L LA
s N s \g NS \g 8 e A
D D D g
Echantillons

Figure 07 : Teneurs en polyphénols totaux des huiles d’ olives vierges témoins et des huiles
aromatisées au thym.

*Les valeurs portant les mémes lettres ne montrent aucune différence significative (p< 0,05),
*Les barres verticales représentent |es écarts types.
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D’apres les résultats obtenus, on remarque des différences significatives (p<0,05) entre
I’échantillon HAT20J/30°C et le reste des échantillons étudiés, mais aucune différence
significative n'est observée entre les échantillonsHAT5JTAM, HAT5J30°C et
HT10J30°C; entre HT5J30°C, HT10JTAM et HATI10JTAM ; entre HT5J30°C et
HAT10J30°C ; et entre HTO, HT20JTAM et HTA20J/ TAM.

La valeur la plus élevée en polyphénols totaux a été observée pour |’ échantillon
HAT20J30°C avec une teneur de 147,07 mg E.A.G/Kg et la vaeur la plus faible a été
observée pour I’ échantillon HAT5J/30°C avec une teneur de 31,2 mg E.A.G/Kg.

Les échantillons d'huile aromatisés au thym (HAT) qui sont stockés a différentes
température (température ambiante et 30°C) a une période de 5 jours ont enregistré une
diminution de la teneur en polyphénols totaux par rapport a leurs échantillons témoins

correspondants.

L’ huile témoin et I" huile aromatisée stockées a température ambiante pendant 10 jours
(HT10JTAM et HATI0JTAM) présentent presgque les mémes teneurs en composés
phénoliques totaux. Par contre, a 30°C, nous avons remarqué une augmentation significative
(p< 0,05) de la teneur en polyphénols totaux entre 1’huile témoin et I’huile aromatisée

(HT10¥/30°C et HAT10J30°C, respectivement).

Les échantillons d’huile stockés pendant 20 jours ont enregistré les teneurs les plus
élevées en polyphénols totaux. Une augmentation significative a été relevée pour I’ échantillon
d huile aromatisée au thym stocké pendant 20 jours a 30°C (HAT20J30°C) par rapport a son
huile témoin (HT20J/30°C). Il faut signaler que ces deux échantillons présentent aussi une
augmentation significative de la teneur en polyphénols totaux par rapport a I’échantillon

d huile commerciae témoin (HTO).

Les huiles aromatisées au thym stockées a température ambiante (HAT/TAM) ont
enregistré une augmentation progressive de la teneur en composés phénoliques au cours du
temps (HATSJTAM: 3532 mg E.A.G/KKg; HATI10JTAM: 57,62 mg E.A.G/Kg;
HAT20JTAM : 100,53 mg E.A.G/Kg). Une évolution progressive au cours de temps a été
auss notée a 30°C pour les huiles aromatisées (HAT5J30°C: 31,20 mg E.A.G/Kg;
HAT10J30°C: 69,01 mg E.A.G/Kg; HAT20J/30°C : 147,07 mg E.A.G/Kg). Ces résultats
montrent |’ influence de |a période de stockage sur la teneur en polyphénols des huiles d olives

aromatisées au thym.
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Nous avons noté aussi une augmentation significative des teneurs en polyphénols
totaux entre les huiles aromatisées au thym stockées a température ambiante et celles stockées
a 30°C pour les périodes de stockage de 10 et 20 jours. Cela illustre I'influence de la

température de stockage sur les teneurs en polyphénols des échantillons aromatisés au thym.

La teneur en polyphénols totaux de notre échantillon témoin «Zzit Ifri» (HTO : 96,30
mg E.A.G/Kg) est inferieure par rapport a l’intervalle donné par le C.O.1. (2009) qui est de
153 a 694 mg/Kg pour une huile d’olive extra vierge et par rapport a la teneur signalée par
Amzal (2015) qui a noté une teneur de 139,10 mg E.A.G/Kg pour I'huile d'olive vierge
commerciale «Ifri ». Ninfali et al. (2001) ont enregistré des teneurs qui varient de

99 2210 mg E.A.G/Kg pour les huiles d’ olives commerciales italiennes.

Au cours de stockage a différentes températures, les huiles témoins (HT) ont
enregistré des teneurs en composés phénoliques inferieures a celle de I’ huile témoin (HTO), a
I’ exception de deux échantillons (HT20J/TAM : 103,200 mg/Kg et HT20J/30°C: 120,169
mg/Kg). Ces diminutions peuvent étre dues a la dégradation des polyphénols suite a leur
activité antioxydante d’ une part, et d’ autre part, al’ activité de la polyphénols-oxydase qui est

responsable de I’ oxydation des polyphénols (Zanoni et al., 2005).

Pour I"augmentation des teneurs en polyphénols, elle est peut étre expliquée par
I” hydrolyse de certaines substances phénoliques complexes, tels que I’ oleuropéine qui libére
I” hydroxytyrosol et la verbascoside qui libére I’ acide caféique et |I' hydroxytyrosol (Perrin,
1992).

L’ augmentation des teneurs en polyphénols de certaines huiles aromatisées peut étre
due a leur enrichissement par |’gout de thym qui est une plante riche en polyphénols. En
effet, Casio et al. (2006) ont signalé, lors d une étude effectuée sur plusieurs plantes de la
famille des Lamiacées, que les espéces du thym comprennent des teneurs qui varient de
12,1 a14,1mg E.A.G/g d’ extrait phénolique.

I1.2.Dosages desflavonoides

D’apres plusieurs auteurs, les flavonoides sont présents en petites quantités dans
I"huile d'olive vierge (Servili et al., 2004 ; Oliveras-Lopez et al., 2007). Les teneurs en

flavonoides des différents échantillons de I” huile anal ysés sont indiquées dans la figure 08.
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Figure 08 : Teneurs en flavonoides des huiles d’ olives vierges témoins et des huiles

aromatisées au thym

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

*Les barres verticales représentent les écarts types.

L’analyse statistique a révélé la présence de différence significative (p<0,05) entre les
échantillons HTO, HATS5JTAM, HAT20J30°C et les autres échantillons mais aucune
différence significative n’est observée entre les échantillons HT5J30°C, HT10JTAM ; entre
les échantillons HAT5J30°C, HAT10JTAM, HAT20JTAM ; et entre les échantillons
HAT10J30°C, HT20J/30°C.

D’aprés les résultats obtenus, les échantillons HAT5J30°C, HAT10JTAM et
HAT20JTAM présentent des teneurs faibles en flavonoides qui sont respectivement 7,63 mg
E.Q/Kg (12,27% des polyphénols totaux), 5,93 mg E.Q/Kg (10% des polyphénols totaux) et
6,66 mg E.Q/Kg (6,63% des polyphénols totaux). Alors que la teneur la plus élevée est
enregistrée pour 1’échantillon HAT20J/30°C avec une valeur de 74,90 mg E.Q/Kg (51% des
polyphénols totaux), cela pourrait ére di a I’enrichissement de I'huile d olive par les

flavonoides du thym.
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[1.2. Déter mination del’ activité antioxydante
11.2.1. Le pouvoir réducteur

Les propriétés antioxydantes de plusieurs composés phénoliques sont relativement
liées aleur pouvoir réducteur (Paix&o et al., 2007).

Le pouvoir réducteur des échantillons d' huiles analysés est indiqué dans la figure 09.
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Figure 09 : Pouvoir réducteur des extraits méthanoliques des huiles d’ olives vierges témoins
et des huiles aromatisées au thym.

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

*Les barres verticales représentent les écarts types.

L'analyse dtatistique des résultats du pouvoir réducteur montre la présence de
différences significatives (p<0,05) entre les échantillons HT20JTAM, HT20J30°C,
HAT20J30°C et les autres échantillons. Les meilleures activités réductrices sont exercées par
les extraits d’ huiles issus des échantillons : HT20J/30°C, suivi par HT20J/TAM et en dernier
HAT20J/30°C avec des valeurs respectives de 129,75 mg E.A.C/Kg, 116,35 mg E.A.C/Kg et
106,67 mg E.A.C/Kg. Les échantillons HAT10JTAM, HAT10J30°C et HAT20JTAM
exercent les plus faibles pouvoirs réducteurs, avec des valeurs trés proches. Le reste des
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échantillons montrent des valeurs comprises dans I’intervalle de 71,83 mg E.A.C/Kg a 83,30
mg E.A.C/Kg (HT10JTAM et HT5J/30°C respectivement).

L’ observation préliminaire de ces résultats montre que I’ addition du thym a I huile
d’olive engendre une diminution significative (p<0,05) du pouvoir réducteur entre les huiles
témoins et les huiles aromatisees correspondantes a différente température, a I’ exception de

I” échantillon d’ huile témoin et aromatise de 5 jours de stockage a température ambiante.

L es antioxydants ayant une propriété réductrice, tels que les pol yphénols présents dans
les extraits d'huiles d'olive, réagissent comme donneurs d' éectrons. La nature et la
concentration en antioxydants contrélent I'intensité du pouvoir réducteur (Gulgin et al.,
2007).

Plusieurs auteurs (Gulgin et al., 2004 ; Benkeblia, 2005; Sousa et al., 2006) ont
montré que le pouvoir réducteur d'un extrait est essentiellement di aux composés
phénoliques. En effet, nous avons enregistré un coefficient de corrélation significatif

(r = 0,54) entre les polyphénols totaux et le pouvoir réducteur des extraits méthanoliques.

[1.2.2. Activité antiradicalaire

Leradical DPPH®° est généralement |’ un des composés le plus utilisé pour |’ évaluation
rapide et directe de I’ activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radicaaire et la
simplicité de I'analyse (Bozin et al., 2008). Cette méthode est basée sur la réduction d’une
solution acoolique de DPPH en présence d'un antioxydant qui donne un hydrogéne ou un

électron, laforme non radicalaire DPPH-H est formée (Bortolomeazzi et al., 2007).

11.2.2.1. Activité scavenger desextraits méthanoliquessur leradical DPPH®

Lesrésultats de |’ activité scavenger sur le radical DPPH® des extraits méthanoliques

des huiles exprimés en pourcentage (%) sont représentés sur la figure 10.

L’analyse statistique montre la présence de différence significative (p<0,05) entre les

extraits des huiles témoins et ceux des huiles aromatisées correspondantes.
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Figure 10 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH® des extrais méthanoliques des

différentes échantillons d huiles d’ olives témoins et d’ huiles aromatisées au thym.

*Les valeurs portant les mémes lettres ne montrent aucune différence significative (p< 0,05),
*Les barres verticales représentent les écarts types.

D’apres I'analyses dStatistique, nous remarquons que les échantillons HTO,
HAT20JTAM et HAT20J30°C exercent les meilleures activités antiradicalaires avec des
valeurs respectives de 87,83 %, 85,24% et 87,72 %. Par contre, le plus faible pourcentage
d’inhibition du radical DPPH a été noté pour I’ échantillon HAT 5J 30°C (70,868 %) alors
gue le plus grand pourcentage est obtenu pour I’ échantillon HTO (87,89%).

On note auss que les échantillons HTS5JTAM, HATS5JTAM, HATS5J30°C et
HT10J/30°C présentent des pourcentages d’inhibition du radical DPPH ¢élevés (76,78%,
72,91%, 70,86%, et 78,22%, respectivement) malgré que ces dernieéres soient pauvres en

polyphénols totaux.

Plusieurs auteurs ont rapporté que I’activité antiradicalaire est liée a la teneur en
composés phénoliques totaux (Zanoni et al., 2005 ; Choi et al., 2006; Pourmorad et al.,
2006; Bouaziz et al., 2008). Le pouvoir puissant a piéger le radical DPPH par les extraits

méthanoliques des huiles des différents échantillons anal yses peut étre expliqué par |e contenu




Partie expérimentale Chapitre Il : Résultats et discussion

phénolique, en effet, un coefficient de corréation significatif (r=0,61) a été enregistré entre
les composés phénoliques totaux et |’ activité antiradicalaire des extraits méthanoliques de nos
échantillons.

L’ activité antioxydante est corrélée positivement avec la structure des polyphénals,
généralement, les polyphénols avec un nombre élevé du groupements hydroxyles présentent

I activité antioxydante la plus élevée (Heim et al., 2002).
11.2.2.2. Activité scavenger del’huile sur leradical DPPH®.

L’ estimation des pourcentages d’inhibition du radical DPPH®° des échantillons d huile
est illustrée dans lafigure 11.
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Figure 10 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH° des différents échantillons d’ huiles

d olives témoins et des huiles aromatisees au thym.

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

*Les barres verticales représentent les écarts types.

Tous les échantillons d huile d olive analysés possedent une capacité de piéger le
radical DPPH et les pourcentages d’inhibition oscillent entre 32,72% (HTO) et 79,71%
(HAT10J/30°C).
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L’analyse statistique révele des différences significatives (P<0,05) entres I’échantillon
témoin (HTO), I'échantillon d huile aromatisée au thym stocké pendant 10 jours a 30°C
(HAT10J30°C) et les autres échantillons.

On note des augmentations significatives (p<0,05) des pourcentages d’inhibition du
radical DPPH en passant des huile témoins a leurs huiles aromatisées correspondantes a
I’ exception des échantillons témoins HT5JTAM et HT20J/30°C.

Nos résultats indiquent que I'échantillon d huile témoin (HTO) présente |’ activité
antiradicalaire la plus faible (32,727%), malgré qu’il a enregistré une teneur moyenne en
polyphénols totaux (96,30 mg E.A.G/Kg). L’échantillon HAT10J30°C présente un fort
pourcentage d’inhibition (79,71%) et il correspond a une meilleure efficacité de cette huile
dans la neutralisation du radical DPPH°. A noter que cet échantillon contient 69,018 mg
E.A.G/Kg de polyphénols totaux et 31,878 mg E.Q/Kg de flavonoides. Un coefficient de
corrélation non significatif a éé observé (r=0,16) entre les polyphénols totaux et I’ activité
antiradicalaire de I’ huile sur le DPPH.
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Conclusion

A travers cette étude, nous avons réalisé des dosages de composés phénoliques
(polyphénols totaux et flavonoides) d’'une huile d'olive vierge commerciae (Zzit IFRI)
additionnée d’ une plante aromatique (Thymus sp.) et nous avons aussi déterminé leur activité
antioxydante (pouvoir réducteur, DPPH de I’ extrait méthanolique et DPPH de |’huile) au
cours de stockage (5, 10 et 20 jours) et a deux températures différentes (ambiante et 30°C).

Les teneurs en polyphénols totaux de I"huile d’olive diminuent progressivement au
cours du stockage, elles sont inférieurs a I’ huile commerciae témoins (THO : 96,301 mg
E.A.G/Kg), al’ exception de la période de stockage de 20 jours a 30°C ou on aremarqué une
augmentation significative (p<0,05) surtout pour [’échantillon aromatis¢é au thym
(HAT20J/30°C), avec une vaeur maximae de 147,07 mg E.A.G/Kg. Ce méme échantillon

présente lateneur la plus élevée en flavonoides (74,30 mg E.Q/K Q).

Les échantillons analysés présentent des valeurs de pouvoir réducteur qui varient entre
50,69 et 129,75 mg E.A.C/Kg. La vaeur la plus éevée est enregistrée par |’ échantillon
témoin de 20 jours de stockage a 30°C. Parmi les différentes huiles aromatisées, ¢’ est |’ extrait
de I’ échantillon stocké pendant 20 jours a 30°C qui a noté une activité réductrice la plus
élevée (HAT20J/30°C : 106,67 mg E.A.C/KQ).

L’ évaluation de I’ activité antioxydante des extraits méthanoliques des huiles d’ olives
montre que les meilleurs pourcentages d'inhibition du radical DPPH sont notés pour |”huile
commerciale témoin (HTO) et I’ huile aromatisée au thym aprés 20 jours de stockages a 30°C
(HAT20J/30°C), avec des pourcentages d’ inhibition respectifs de 87,893 et 87,728 %.

L’ activité antiradicalaire de I” huile contre le radical DPPH® varie d’ un échantillon aun
autre. Toutes les huiles étudiées présent capacité a piéger le radical DPPH°. L’huile
aromatisée au thym apres 10 jours de stockages a 30°C (HAT10J30°C) exerce la meilleure

activité antiradicalaire avec une valeur de 79,71 %.

Des corrélations significatives ont éteé établies entre les polyphénols totaux et I activité
antioxydante déterminée par le pouvoir réducteur et I’ activité scavenging de I’ extrait sur le
radical DPPH® (0,54 et 0,61 respectivement).




Conclusion

Au terme de cette étude, nous avons constaté que I huile d’olive vierge commerciae
(Zzit IFRI) aromatisée au thym apres 20 jours de stockage constitue source d’ antioxydants
naturels et présente une bonne activité antioxydante.

Pour une meilleure évaluation de I’ activité antioxydante de nos echantillon d huile

huiles d' olives, de nombreuses perspectives restent a explorer a savoir :

> Etude de la composition des huiles en antioxydants par HPLC ;

> Etude de la composition du thym en antioxydants par HPLC ;

> Etude del’influence de lalumiere sur I’ oxydation des composés phénoliques;;
> Etudes des caractéristiques organol eptiques des huiles d’ olives aromatisées ;
> Effectuer letest de lastabilité oxydative.

-
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Tableau | : Tableau récapitulatif des résultats obtenus pour les analyses effectués.

Annexe Il

Polyphénolstotaux (mg

Flavonoides (mg

Pouvoir réducteur (mg

Echantillon E.A.G/KQg) E.A.Q/KQg) E.A.C/KQ) DPPH d’Extrait (%) | DPPH del’huile (%)
HTO 96,301 £4,450 (e) 15,515 +4,604 (b) 76,601 £4,973 (bc) 87,893 +0,862 (f) 32,728 £1,480 (a)
R 46,715 +4,444  (b) / 71,986 +4,940 (b) 76,782 +1,633 (cd) | 48,859 +2,496 (bc)
HATS5J/TAM 35,321 £5,108 (a) 26,181 +2,181 (c) 74,665 £2,729 (bc) 72,913 £1,340 (ab) 47,569 +2,663 (b)
HT5J/30°C 62,230 +2,753 (cd) 44,364 +0,364 () 83,300 +3,893 (d) 78,607 +0,598 (d) 48,115 +1,794 (bc)
HATS5J/30°C 31,200 £2,622 (&) 7,636 +1,090 (a) 76,665 £5,549 (bc) 70,868 +0,253 (a) 59,077 £1,968 (d)
HT10J/TAM 55,442 +7,357 (c) 42,363 0,420 (€) 71,836 £4,920 (b) 72,390 £2,117 (ab) 49,950 +3,381 (bc)
HAT10J/TAM 57,624 £4,950 (c) 5,939+2,002 (a) 51,797 £2,652 (a) 78,552 £1,390 (d) 60,268 £2,755 (d)
HT103/30°C 36,533 +£1,830 (a) / 79,578 £4,150 (cd) 78,220 £1,204 (d) 51,686 +0,455 (c)
HAT103/30°C | 6901825680 (d) 31,879 +1,866 (d) 53,673 +1,436 (a) 74129 +2.891 (bc) | 79,712 +2,424 (f)
HT20JTAM | 108.200£2,181 (g) 35,030 +2,000 (d) | 116,353 +5,151 (f) 82,366 +2,359 (€) 59,812 +1,804 (d)
HAT20)TAM | 100.533£7,844 (€) 6,667 +1,277 (a) 50,695 +2,487 (a) 85,240 +0,877 (f) 66,121 +3,783 ()
e — 120,169 +1 ,110 (f) 36,242 +0,555 (d) | 129,753 +2,680 (g) 72,195+1,576 (ab) | 56,944 +0,819 (d)
HAT20J/30°C | 147,078 +1,830 (q) 74,303 +5,470 (f) 106,676 +1,805 (€) 87,728 +1,747 (f) 60,615 +0,374 (d)

*Les valeurs portant les mémes lettres dans une méme colonne ne montrent aucune différence significative (p< 0,05).




Résumé

Résumé

Cette étude a été réalisé dans I’ objectif d’ évaluer I’ activité antioxydante d’une huile
d’olive vierge commerciale (Zzit IFRI) additionnée de plante aromatique « le thym ». Nous
avons procédé a un stockage d’ échantillons a différentes températures (température ambiante,
30°C) et périodes de stockage (5, 10 et 20 jours).

Au cours de cette étude, nous avons détermine les teneurs en pol yphénols totaux et les
flavonoidesdes différents échantillons d' huiles témoins et aromatisées, ainsi que |’ évaluation
de leur activité antioxydante, déterminée par le pouvoir réducteur et |’ activité scavengerde
I"huile et des extraits méthanoliques sur le radical DPPH.

Aprés I’ addition du thym et apres 20 jours de stockage, les résultats obtenus relevent
gue I'’aromatisation de I’ huile d’ olive engendre une augmentation importante de la teneur en
polyphénols totaux. Et une améioration de I’ activité antioxydante.

Au terme de cette éude, nous constatons que le temps et la température sont des
facteurs qui influent significativement sur lateneur en polyphénols et I’ activité antioxydante.

Mots clés: Huiled olive, Thym, Antioxydants, Activité antioxydante.
Abstract

The study was carried out in the objective to evauate the antioxydant activity of a
commercia virgin olive oil (Zzit IFRI) added with aromatic plant «the thyme». We carried
out a storage of samples at various temperatures (room temperature, 30°C) and periods of
storage (5, 10 and 20 days).

During this study, we determined the contents total polyphenols and the flavonoids of
the varous pilot and aromatized oil samples, as well as the evaluation of their antioxydant
activity, determined by the reduction and scavenger the methanolic activity of oil and the
extracts on radical DPPH.

After the addition of thyme, and 20 days of storage, the results obtained raise that the
aromatization of the olive oil generates a big raise of the content total polyphénols and the
flavonoides, and an improvement of antioxydant activity.

At the end of this study,we note that time and the temperature are factors influence
significantly the content polyphenols and the antioxydant activity.

K ey wor ds: Olive oil, Thyme, antioxydant, antioxydant Activity.
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