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I ntroduction

L’huile d’olive est le produit méditerranéen par excellence. On la retrouve a travers
I"histoire, depuis la civilisation grecque jusgu’ a nos jours. Elle est 1a principale source de
matieres grasses du régime crétois ou du régime méditerranéen qui sont bien connus pour
leurs effets bénéfiques sur la santé humaine (Ghar bi et al., 2014).

La production d'olive et sa transformation en huile ont un impact socio-économique
en Algérie, classée parmi les pays producteurs aprés |I’Union Européenne. 1l est donc
impératif pour notre pays du point de vue économique de garantir des conditions optimales
pour obtenir des huiles de haute qualité (Benaziza et Semad, 2016).

L’huile d olive possede une composition nutritionnelle équilibrée en acides gras,
modérée en acide palmitique et tres riche en acide oléique. Néanmoins, c'est la présence
des composes phénoliques particuliers qui lui confére une haute stabilité contre I’ oxydation
lors du stockage avec une couleur et une saveur uniques la distinguant des autres huiles
(Gigon et Le Jeune, 2010; Tanouti et al., 2011).

A I'instar d autres huiles végétales, les huiles d’ olives vierges (HOV) subissent une
oxydation pendant leur stockage, résultant de |’ auto-oxydation qui dépend de plusieurs
facteurs qui sont entre autre, le degré d’insaturation de |”huile, les acides gras libres, la
présence des ions métalliques et de I'eau, |I’emballage utilisé, |a température ambiante,
I’oxygene de I'atmosphére et I'exposition a la lumiére du jour pour les emballages
transparents et de la photo-oxydation (Benlemlih et Ghannam, 2012; Hadjou et al.,
2013).

Les plantes aromatiques sont a I'origine de la forte valeur goutée, et elle sont
largement étudiées et trés connues pour leurs richesses en huiles essentielles qui leurs
conferent un pouvoir aromatique (Jean-Christophe et Chadouli, 2012).

L’ objectif de ce travail a court terme est d étudier I’ activité antioxydante de I’ huile
d olive aromatisée par deux plantes: Le thym (Thymus sp.) et le romarin (Rosmarinus
officinallis).

Notre travail est subdivisé en deux parties:

e La premiere partie « théorique » est consacrée a une synthese bibliographique
sur la composition et la qualité de I'huile d'olive, le thym et le romarin et sur les
antioxydants et I’ activité antioxydante de |” huile d olive.

e La seconde partie «pratique» comporte la présentation du matériel et

méthodes d’ anal yses utilisées, suivi des résultats obtenus et leur discussion.

-
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Chapitrel : Huiled’olive

| .1 Définition del’huiled’olive

C'est une huile provenant uniquement du fruit d’olivier (Olea europaea L.), a
I’exclusion des huiles obtenues par solvant ou par des procédés de réestérification et de
tout mélange avec des huiles d'autre nature (COI, 2001). L huile d olive vierge est
obtenue unigquement par des procédés mécaniques, physiques et thermiques qui n’ altérent
pas I'huile. Elle ne doit subir dautre traitement que le lavage, la décantation, la
centrifugation et lafiltration (Pouyet et al., 2014).

|.2 Catégoriesdel’huiled’ olivevierge

L’ huile d’olive vierge est un résultat d’une simple pression du fruit, elle est classee
selon I’ acidité et les caractéristiques organoleptiques (Chibois et al., 1999). On distingue
plusieurs classes:
|.2.1 Huiled’oliveviergeextra

C’est une huile d'olive vierge dont I’ acidité libre exprimée en acide oléque est au
maximum de 0,8 ¢g/100 g et dont les autres caractéristiques correspondent a celles
indiquées pour cette catégorie (Codex alimentarius, 2015).
1.2.2 Huiled’olivevierge

C’est une huile d’olive vierge dont I’ acidité libre exprimée en acide oléique avec un
maximum de 2 g/100 g et dont les autres caractéristiques correspondent a celles prescrites
pour cette catégorie (Codex alimentarius, 2015).
1.2.3 Huiled’ olive vierge courante

C'est une huile d'olive vierge dont I'acidité libre exprimée en acide oléique a un
maximum de 3,3 ¢/100 g et dont les autres caractéristiques correspondent a celles
prescrites pour cette catégorie (Codex alimentarius, 2015).
|.2.4 Huiled’olive vierge lampante:

C'est une huile d'olive vierge dont I'acidité libre exprimée en acide oléique a un
maximum de 3,3 g/100 g et les autres caractéristiques sont conformes a celle prévues pour
cette catégorie (C.O.I., 2015).
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|.3 Composition del’huiled’olive

Les lipides de I’huile d'olive contiennent une fraction principale dite saponifiable
(triglycérides, etc.) et une fraction mineure insaponifiable (stérols, caroténoides, etc.)
(Velllet, 2010).

Cette composition dépend largement de la variété du fruit, des conditions
agronomiques, du degré de maturité, des procédés d’extraction et des conditions de
stockages (Cichelli et Pertesana, 2004).

1.3.1 Fraction saponifiable

Cette fraction représente 99 % de |'huile dolive et elle est constituée
fondamentalement d'acides gras et de glycérols (Karleskind, 1992; Benlemlih et
Ghanam, 2012).
1.3.1.1 Glycérides

Ce sont les composants majoritaires de I’ huile d olive (95,4%), les diglycerides ne
représentent qu’ environ 1-2,8% (Zarrouk et al., 1996; Boskouet al., 2006). L esprincipaux
triglycérides de I"huile d’olive sont : latrioléne « OOO », |a dioléopa mitine« POO », la
dioléolinoléine « OOL », la pamitooléolinoleine « POL » et |a dioléostéarine « SOO »
(Giovanna et al., 1999).

1.3.1.2 Acidesgras

L’ huile d’olive présente un profil en acides gras (Tableau 1) dominé par |’ acide
oléique (C18: 1) présent en grande quantité (55 a 83 %) et renferme une faible teneur en
acides gras polyinsaturés (Ryan et al., 1998).

La composition de |’ huile d’ olive en acides gras joue un réle important au niveau de

saqualité nutritionnelle (Douzane et al., 2012).
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Tableau |: Composition moyenne en acides gras de |’ huile d olive analysée par

chromatographie en phase gazeuse (% m/m d’ esters méthyliques) (COI, 2015).

Acidesgras Symboles Limite de variabilite(%)
Acide myristique C14:0 <0,03
Acide palmitique C16:0 7,5-20,0
Acide pamitoléque C16:1 0,3-35
Acide heptadécanoique C17:0 <0,3
Acide heptadécénoique C17:1 <0,3
Acide stéarique C18:0 0,5-5,0
Acide oléique ci18:1 55,0-83,0
Acidelinoléique C18:2 25-21,0
Acide linolénique C18:3 <10
Acide arachidique C20:0 <0,6
Acide gadoléique C20:1 <04
Acide béhénique C22:0 <0,2
Acide lignocérique C24:0 <0,2

|.3.2 Fraction insaponifiable

La fraction insaponifiable contient des constituants dits « mineurs» car ils présentent
de faibles proportions dans la composition chimique de I'huile d'olive, mais qui lui
apportent une valeur biologique d'une grande importance. L'insaponifiable représente de
0,4 20,8 % del'huile dolive (Henry, 2003).
1.3.2.1 Stérols

Les stérols constituent une fraction importante de I'insaponifiable; ils en
représentent entre 10 a 15 %. La quantité totale de stérols dans I'huile d'olive extra vierge
varie de 113 a 265 mg/100 g (Essiari, 2014). Plusieurs études ont identifié trois principaux
stérols dans les huiles d’olive : le B-sitostérol, le campestérol et le stigmastérol (Stiti et al.,

2002; Bentemime et al., 2008).
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1.3.2.2 Tocophérols

Les tocophérols se présentent sous quatre formes ; a tocophérols (comprend 95% des
tocophérols totaux), B, y tocophérols et & tocophérols. Ils différent par le nombre et la
position des groupements methyles sur le noyau aromatique (Azzi et Stocker, 2000). IIs
contribuent a la stabilité oxydative et aux qualités nutritionnelles de I'huile d olive
(Haddam et al., 2014).

1.3.2.3 Composés aromatiques

L’huile d'olive est intéressante d’un point de vue nutritionnel, elle est surtout
appréciée pour son golt et ses ardmes particuliers. Les composés aromatiques sont des
molécules de faible poids moléculaire possédant une volatilité a température ambiante
(Veillet, 2010). Ils sont constitués d’'un mélange de composés volatils tels que les
hydrocarbures, les aldéhydes, les alcools, les cétones, les furanes et les esters (Vichi et al.,
2003; Luna et al., 2006). L’odeur de I’huile est due a la capacité de certaines de ces

molécules volatiles a atteindre les récepteurs ol factifs du nez (Anger osa, 2002).

1.3.2.4 Composés phénoliques

L’huile d'olive est riche en composés phénoliques mineurs, en particulier
I” hydroxytyrosol; molécule bioactive, puissante comme antioxydant et représentant une
action anti-inflammatoire (Jose et al., 2015; Antoni et al., 2016). Ces substances sont
responsables de la bonne stabilité a I’oxydation des huiles d olive vierges et possedent
d’intéressantes propriétés nutritionnelles et organoleptiques (Ollivier et al., 2004).

Les composeés phénoliques de I” huile d’ olive sont répartis en quatre classes (T ableau
I1): des phénols simples issus de la décarboxylation de I'acide shikimique. On trouve
parmi les phénols simples I'acide gallique, I’acide vanilligue qui sont des dérivés
hydroxybenzoiques, |'acide caféique et I'acide sinapique qui sont des dérivés
hydroxycinnamiques (Ramirez-Tortosa et al., 2006). D’un autre c6té, I'huile d olive
contient des sécoiridoides qui sont des composés glycosylés issus du métabolisme
secondaire des terpenes, ils dérivent de |'oléuropéine, du démethyloleuropéine et du
ligtroside (Soler, 2000; Servili et al., 2004) et des molécules plus complexes comme les
lignanes (4,15mg/100g dans I'huile vierge extra et 0,73mg/100g dans I'huile raffinée)
(Owen et al., 2000). Enfin, les flavonoides qui constituent une énorme classe de composés
phénoliques naturels peuvent se présenter sous forme de monoméres, de dimeres et
d'oligomeres supérieurs (Macheix et al., 2005). Les flavonoides sont subdivisés en

flavones, flavonols, flavonone et flavanols (Bendini et al., 2007).
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Tableau |1 : Classes majeures des composés phénoliques de I’ huile d’ olive vierge

(Servili et al., 2004; Bendini et al., 2007).

Composé Structure générale | Composé Structure générale
Acides benzoiques Flavonoides
-Acide vanillique - Apigénine
-Acide syringique - Lutéoline
-Acide gallique
-Acide
hydroxybenzoique
Acides cinamiques Lignanes
-Acide -(+)-1-

p-coumarique
-Acide
o-coumarique
-Acide caféique
-Acide férulique

Alcools
phénaliques
-Hydroxytyrosol
Tyrosol(3,4-
Dihdroxyphenyl)
éthanol-glucoside

Acétoxypinoresinol
- (+)-Pinoresinal

Secoiridoides

- Oleupéine aglycone
- Ligstrosideaglycone
-Oleuropéine

Forme dialdehydique
d’ oleuropeine
aglycone

1.3.25 Pigments

IIs sont responsables de la couleur vert et jaunétre de I huile d'olive (Cichelli et al.,

2004), on distingue deux types:

e Caroténoides

Le B-caroténe et la lutéine sont les caroténoides les plus importants dans I’huile
d'olive a raison de 1,0 a 2,7 ppm et 0,9 a 2,3 ppm respectivement (Psomiadou et
Tsimidou, 2002). Leur teneur dans I'huile d'olive dépend de la variété, du degré de

maturité, des conditions environnementales, du procédés d’ extraction et des conditions de

stockages (Criado et al., 2004; Giuffrida et al., 2007).

e Chlorophylles

Les chlorophylles a et b sont naturellement présentes dans les olives fraiches; les

phéophytines a et b présentent 40 & 80% des chlorophylles totaux de I"huile et qui sont

formées durant I extraction (Ghalmi, 2012 ; Criado et al., 2007).
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1.3.2.6 Hydrocarbures

Le squaléene est le principal hydrocarbure de I huile d'olive, sa présence dans |’ huile
dolive est denviron 400-450mg/100g, [|'huile d'olive contient aussi dautres
hydrocarbures, mais en trés faibles quantités tels que le B-caroténe (Kiritsakis et

Markakis, 1988).

1.5 Stockage et conditionnement del’huiled’olive

Au cours du stockage, I" huile subit une oxydation et un rancissement, ¢’ est pour cela
gu’il est recommandé de conserver |” huile dans des cuves en inox ou dans des bouteilles en
verre coloré, plutot que le verre blanc (Benyahia et al., 2003; Jean-Claude, 2013).

Les changements de températures de conservation des olives favorisent la
dégradation de I'huile. En effet, les basses températures de stockage (5°C) retardent la
disparition des composés phénoliques par rapport a la températures de 12°C (Maestro et
al., 1993). De méme I’ obscurité réduit considérablement le taux de perte des composes
phénoliques de I’ huile d’ olive (Okogeri et Tasioula-Margari, 2002).

A fin d éviter I’augmentation de I’ acidité, la destructions de la vitamine E et la
modification des acides gras, I'huile doit étre a I’abri de I'air, de la lumiére et des
fluctuations de température (Benlemlih et al., 2016).

L’ huile subit aussi durant le stockage des altérations dues a I’ activité enzymatique
propre a la matiére elle-méme et également au développement microbien (Ouaouich et
Chimi, 2007).

.6 Qualitédel’huiled olive

Selon la norme du Conseil Oléicole International, la qualité des huiles d’ olive est un
ensemble de caractéristiques physico-chimiques et organoleptiques permettant le
classement des huiles en différentes catégories (Boulfane et al., 2015). Cette qualité
dépend de divers facteurs liés a la variété, aux conditions climatiques et culturales ainsi
gu'aux conditions de trituration (durée et conditions de stockage, mode de trituration
traditionnel ou industriel) , aussi bien que lataille, lafertilisation et I'irrigation des oliviers
(Luciano, 2002; Ouedrhiri et al., 2017).

Les conditions climatiques exercent une influence marquée sur les caractéristiques
des huiles. Cette caractérisation est fondée sur des paramétres de qualité d’ une part
(acidité, indice de peroxyde et de |’ extinction dans I’ UV) et d’ autre part sur la composition
des huiles (Douzane, 2004; Djenontin, 2006; Benaziza et al., 2016).
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L’ acidité est le principal indicateur chimique de la qualité des huiles d'olive, c'est
aussi e plus anciennement utilisé dans les transactions (Pinatel et Artaud, 2014).

La composition en acides gras totaux est un paramétre de qualité et d’ authenticité des
huiles. Elle joue un réle important dans la qualité nutritionnelle et organoleptique; les
acides gras mono-insaturés ont des effets sur la stabilité oxydative des huiles. Les
composées phénoliques sont des antioxydants, qui possédent d’intéressantes propriétés
nutritionnelles et organoleptiques. Egalement, les pigments (chlorophylle et caroténoides)
jouent un rdle d antioxydants naturels de |’ huile d’olive (Essiari et al., 2014; Benaziza et
al., 2016).

Enfin, la maitrise des bonnes pratiques oléicoles, des conditions de stockage et
conditionnement seraient indispensables pour préserver la qualité de I'huile d'olive
(Tanouti et al., 2011).
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Chapitrell : Thym et romarin

L’ histoire des plantes aromatiques est associée a I’ évolution des civilisations. Ces
plantes ont toujours occupé une place importante dans la composition des parfums et dans
les préparations culinaires (Bouzouita et al., 2008).

Le thym et le romarin appartiennent a la famille des Lamiacées qui contient une tres
large gamme de composés, ce qui a permis d'isoler un grand nombre de substances
connues pour leurs diverses activités biologiques tels que, les polyphénols et les huiles
essentielles, qui sont responsables de |’odeur et la saveur caractéristique des Lamiacées
(Hammoudi, 2015; Bendif, 2017).

Le thym et le romarin constituent une grande source d antioxydants et d agents
antibactériens naturels, ces plantes aromatiques jouent un réle important dans plusieurs
domaines (pharmaceutiques, cosmétique et |'industrie agroaimentaire) (Fadili et al.,
2015).

[1.1 Thym
[1.1.1 Définition

Le nom de « thym » vient de grec :

e Thyein ou thymos qui signifie « fumeée »;

e Thumos, venant du mot grec (theo) parfum ou plante odoriférante (Stahl-Biskup,
2002);

e Thymus ou thymon qui signifie « courage » et « force » (Ursula et al., 2008).

[1.1.2 Description botanique

Sous-arbrisseau ramifié a tige ligneuse (Lesley, 2011), avec des feuilles rose mauve
légére, il fleurit pendant I'éé, ces fleurs sont petites avec une couleur blanche ou bien
rosee, elles se réunies en épis globuleux avec une odeur aromatique et un godt piquant
chaud (Abdulrahman, 2017).

11.1.3 Classification botanique

La classification de la plante est résumée dans le tableau |11 :
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Tableau |11 : Classification systématique de Thymus sp. (Baba Aissa, 2000).

Regne Végéta
Embranchement Spermaphytes
Sous- embranchement Angiospermes
Classe Décotylédone
Sous-classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Sous-famille Stachyoideaes
Genre Thymus

[1.1.4 Principesactifsdu thym
% Composés phénoliques

Les études phytochimiques sur les extraits de Thymus sp. ont révélé la présence de:
a) Acidesphénoliques

Les acides phénoliques sont présents en abondance dans le thym et sont divisés en
deux classes : les dérivés de I'acide benzoique et les dérivés de I'acide cinnamique. Les
acides les plus fréquents sont les acides hydroxycinnamiques qui comprennent
essentiellement |’ acide p-coumarique, caféque, férulique et sinapique (Pandey et Rizvi,
2009).
b) Flavonoides

Thymus sp. fait partie des espéces riches en flavonoides, elle contient des

hespéridines, eriotrécines et narirutines (Takeuchi et al., 2004).

% Huiles essentielles

La composition chimique des huiles essentielles des especes du thym et surtout leur
contenance en flavonoides joue un réle important dans la taxonomie (Belmalha et al.,
2015).

Les huiles essentielles sont  synthétisées a travers les voies métaboliques secondaires
de thym comme molécules de défense, elles sont responsables du golt et ardme du thym
(Stahl-Biskup et Saez, 2002). Le thymol et le carvacrol sont les principaux cComposes
retrouvés dans la plupart des huiles essentielles de thym (Safaei-Ghomi et al., 2009).
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[1.1.5 Propriétésduthym

Le thym a été I'objet de nombreuses indications thérapeutiques dans la médecine
traditionnelle. 1l est employé dans le traitement de grippe, toux, les maux de gorge, la
cystite, I'insomnie, la bronchite et I'indigestion (Bendif, 2017). En Suisse, le thym vulgaire
est utilisé principalement par des secteurs alimentaires (bonbons, tisane) (Vouillamoz et
al., 2009).

Il est utiliste en médecine traditionnelle pour ses propriétés antiseptique,
antispasmodiques (Zayyad et al., 2014), expectorantes, antitussives et comme drogues

pour le traitement de désordres de lapeau (Costa et al., 2012).

Les extraits de cette plante possedent des effets antioxydants (Belmalha et al., 2015),
antibactériens et antifongiques Cependant, ils ont une action anti-helmintique (Bremness,
2011; Saadia et al., 2015).

[1.2 Romarin
[1.2.1 Définition

Le nom de « romarin » viendrait du latin :
- «rosmarinus » qui signifie rosée de mer ;
- «rhus marinus » qui signifie sumac de mer.

Et de Grec « rhops myrinos » qui signifie buisson aromatique (Alain, 1992).

[1.2.2 Description botanique

Le romarin est un arbuste trés répandu dans le bassin méditerranéen (Hensel, 2010).
Il peut atteindre 50-150 cm de hauteur avec des rameaux trés ramifiés (Hofmann, 2014),
les feuilles sont persistantes, étroites et coriaces, avec des fleurs bleutées, elles sont

caractérisées par une odeur d’encens (Couplan et al., 2013).

11.2.3 Classification botanique
La classification de la plante est résumée dans le tableau |V :
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Tableau 1V : Classification systématique du romarin (Quezel et Santa, 1963)

Regne Végéta
Embranchement Spermaphytes
Sous- embranchement Angiospermes
Classe Décotylédone
Sous-classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae,|abiées
Genre Rosmarinus
Espece Rosmarinus officinalis

11.2.3 Principesactifsdu romarin

+ Huiles essentielles

Les travaux scientifiques sur la plante ont révélé la présence des composés
majoritaires qui sont la camphre et le 1.8 cineol et d autres composées comme les
carnosiques, |’ acide rosmarinique, le pinene et comphene limonéne (Mudasir et al., 2012;
Zermaneet al., 2016).

«» Composes phénoliques
Les études phytochimiques sur les extraits de romarin ont révélées la présence de
plusieurs composés phénoliques :
a) Flavonoides: On distingue le genkwanine et le cirsimaritine (Cavero et al., 2005).
b) Acides phénoliques: On distingue I’acide vanillique, I’acide caféique et I'acide p-

coumarique (Ramirez et al., 2004; Herrero et al., 2005).

11.2.4 Propriéésduromarin

Le romarin est souvent cultivé pour son huile aromatique et il est considéré
utile pour contréler I'érosion du sol. Dans la médecine traditionnelle ses parties aériennes
sont utilisées par voie orale pour traiter les dysménorrhées et comme antispasmodique
(Touafek et al., 2004). En plus, il est utilise comme aromate, condiment et additif
(Zermaneet al., 2016; Bendif, 2017).
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Le romarin est une herbe médicinale bien connue et considérablement évaluee,
largement répandue dans les produits pharmaceutiques et |a médecine traditionnelle. Elle
est trés appréciée pour ses propriétés aromatiques, antioxydantes gréace a la présence des
composés phénoliques tels que; le carnosol du diterpéne phénolique et I'acide du
carnosique (Erkan et al., 2008; Kholoud et al., 2013) et autres diterpenes phénoliques
(rosmanol, epirosmanol, etc.) (Edburga, 2000; Farzad, 2015). Les propriétés anti-
inflammatoires sont dues a la présence d'acide rosmarinigque et de flavonoides, il présente

aussi des propriétés antimicrobiennes et anti-tumorales (Paul, 2001).
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Chapitrelll : Antioxydants et oxydation del huiled’olive

L'huile d’ olive vierge contient plusieurs agents antioxydants naturels (en plus de la
vitamine E), qui sont favorables pour |I’amélioration de la santé humaine, ils sont capables
de radentir ou d'inhiber le risque de plusieurs maladies et de prévenir le vieillissement
(Jacotot et al., 1996; Jean, 2002).

[11.1 Oxydation del’huiled’olive

L’ oxydation est un mécanisme qui se produit par plusieurs réactions, ce qui provoque
la formation des radicaux libres, ces derniers sont des especes chimiques (atomes ou
molécules) qui possedent un éectron non apparié sur la couche éectronique externe.
L’ oxydation constitue un facteur majeur pour la détérioration de la qualité de I'huile
d’olive. Plusieurs facteurs influencent I’ oxydation des huiles tels que; la température, la
lumiere, etc. (C.O.1., 2011; Pristouri et al., 2010; Ash et al., 2014). Ces facteurs affectent
laqudité d huile d’ olive par la perte de la valeur nutritionnelle, développement de I’ odeur
désagréable et le golt de rance (Hrncirik et al., 2005; Miao et al., 2018).

L'huile d’ olive vierge subit une oxydation pendant son stockage, cette oxydation est
le résultat de la photo-oxydation et de |’ auto-oxydation. Cette derniére dépend du degré
d’insaturation de I’ huile et la photo-oxydation qui est influencée par la quantité totale de
pigments chlorophylliens et d’ antioxydants naturels (béta- carotéene, tocophérols, phénols)
contenus dans I’huile d’'olive vierge (Ben Tekaya et al., 2005; Papadimitriou et al.,
2006; Pristouri et al., 2010).

La stabilité de I'huile est influencée par les antioxydants, qui sont définis comme
étant « toute substance qui, lorsgu’ elle est présente a des faibles concentrations par rapport
a ceux d'un substrat oxydable, retarde considérablement ou empéche I’ oxydation de ce
substrat » (Papadimitriou et al., 2006; Benlemlih et al., 2016).
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[11.2 Principaux antioxydantsdel huile d’olive
[11.2.1 Composés phénoliques

L'huile d'olive est riche en composés phénoliques qui ont des propriétés
antioxydantes qui réduisent les risques des maladies cardiovasculaires. Ceci est surtout vrai
pour les ortho-diphénols comme I'hydroxytyrosol et I'oléuropéine aglycone (Ollivier et al.,
2004; Essiari, 2014). Leurs propriétés antioxydantes sont dues a leur capacité aformer une
liaison hydrogéne intramoléculaire entre I'hydrogéne libre du groupement hydroxy et
I'hydroxyle du radical phénoxy pour conduire alaformation d une quinone (Ollivier et al.,
2004). lls ont aussi la capacité de donner un atome d'hydrogéne aux radicaux libres formés

pendant |a propagation (Cinquanta et al., 2001).

111.2.2 Tocophérols

Les tocophérols (figure 01) contribuent a la stabilité oxydative et aux qualités
nutritionnelles de I"huile d’olive (Ryan et al., 1998; Gimeno et al., 2002). Ce sont de
puissants agents antioxydants capables de lutter contre |'attaque des radicaux libres
(Simppouloset al., 2000).

L’ alpha tocophérol est le tocophérol prédominant dans I’ huile d’olive, il montre un
effet inhibiteur de I'auto- et la photo-oxydation. A I'obscurité, |’alpha tocophérol
interrompt la réaction en chaine du processus radicalaire en agissant avec les radicaux
hydroperoxyles par transfert d’ hydrogéne avec la formation d' hydroperoxydes et d’ autres
radicaux, qui se couplent avec les autres radicaux hydroperoxyles dans une réaction de
terminaison, pour former des produits non radicalaires.

A la lumiére, Iapha tocophérol agit par une désactivation de I’ oxygéne singulet a
I’ oxygene atmosphérique mais aussi par une réaction chimique avec lui pour former des
produits de dégradation tels que; |es quinones tocophéroliques et | es époxydes de quinones.
L’a-tocophérol montre un effet synergiste avec le béta caroténe en présence de la lumiére

(Ben Tekaya et al., 2007).
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Figure 01 : Structure des tocophérols (L eger, 1999).

[11.2.3 Caroténoides

Les caroténoides sont des substances antioxydantes naturelles liposolubles, le plus
important c’est le B-caroténe (figure 02) (Benaziza et al., 2016) qui présente une capacité
a agir comme un protecteur, tout en désactivant I’oxygene singulet produit par les
chlorophylles, en outre, le béta caroténe filtre les longueurs d’onde actives des radiations
lumineuses en protégeant ainsi I’ huile contre I’ activation de |’ oxygene par la lumiéere. Son
effet diminu progressivement au cours de I’ exposition de | huile ala lumiére (Ben Tekaya
et al., 2007).

Figure 02 : Structure de -carotene (Sagratini et al., 2012).

111.2.4 Squaléne

C’est un triterpene impligué dans la stabilité oxydative de | huile d’ olive; il protege
les acides gras non saturés de I'oxydation. De plus, il est considéré comme protecteur
contre le cancer et les maladies cardio-vasculaires (Sagratini et al., 2012).

Le squaléne joue un réle important dans I'inhibition de I’ oxygéene singulet, qui lui
confere une activité antioxydante durant la photo-oxydation de | huile d’ olive exposée ala

lumiére (Psomiadou et Tsimidou, 2002).
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[11.3 Stress oxydant

Le stress oxydant se définit comme étant un déséquilibre entre la génération
d’ espéces oxygénées activées (EOA) et les défenses antioxydantes de I’ organisme. |l peut
se produire en raison de la surproduction d'oxydants, la diminution de la défense
antioxydante ou une combinaison de ces deux facteurs et sous méme une exposition
environnementale a des facteurs pro-oxydants (Tabac, alcool, médicaments, rayons
ultraviolets, pesticides, ozone, amiante, métaux toxiques) (Kohen et Nyska, 2002 ;
Haleng, 2007).

Les radicaux libres sont produits en permanence en faible quantité, cette production
physiologique est parfaitement maitrisée par des systemes de défense. Dans ces
circonstances normales, on dit que la balance antioxydants/prooxydants est en équilibre. Si
tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d'une surproduction
enorme de radicaux, |'excés de ces radicaux est appelé « stress oxydant ». Cette rupture
d'équilibre, lourde de conséquence, peut avoir de multiples origines. Elle peut provenir
d'une défaillance nutritionnelle ou de la carence en un ou plusieurs antioxydants apportés
par lanutrition (Favier, 2003).

Les protéines ains que les lipides sont les cibles principales des especes
réactives d' oxygene (ERO). Ces derniers causent la peroxydation lipidique, |'oxydation
des protéines et les dtérations de I'ADN, provoquant ainsi le développement du
cancer, du diabéte, des maladies neurodégéenératives et des maladies cardio-
vasculaires. L’organisme humain a développé des systemes de défense pour traiter le
phénomene du stress oxydant et lutter contre les espéces réactives qui sont pr§udiciables a
lavie humaine (Beaudeux et al., 2006).

111.3 M écanisme d’ action des antioxydants

L’ oxygene est une molécule indispensable pour la vie, il est susceptible d’ entrainer
des effets dommageables dans |’ organisme via la formation de radicaux libres et d’ espéces
réactives d’ oxygene (Haleng et al., 2007).

Les antioxydants est une vaste catégorie de molécules qui jouent un rdle crucia dans
le processus de lutte contre les espéces hautement réactives. Elles permettent de protéger
notre organisme contre les radicaux libres et aing, ils permettent I'améioration de la santé
humaine par la prévention de nombreuses maladies tout en diminuant leur risque (Jean,
2002). Les antioxydants comprennent diverses substances hydrophiles et hydrophobes a
faible ou a haut poids moléculaire tels que les polyphénols, les tocophérols, les

E
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caroténoides, etc. Le mode d'action de cette classe d’ antioxydants est de réagir avec les
radicaux libres pour former des radicaux moins réactifs incapables de réagir avec les
biomolécules, ou pour réparer chimiquement une cible endommagée. Par conséquent, cette
classe de composés est souvent nommeée « piégeurs de radicaux libres ».

Les radicaux libres sont piégés d’ une fagon efficace par les polyphénols de I huile

d’olive ce qui explique leur grand pouvoir antioxydant (Benlemlih et al., 2016).

.
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Chapitrel : Matériel et méthodes

[.1. Matériel végétal
1.1.1. Huiled’ olive

Notre étude est portée sur I’ huile d olive extra vierge commercial e dénommée « Zzit
IFRI », qui est produite par la société IFRI située a Ighzer Amokrane, Ahrik, commune
Ouzellaguen, Bgaia, pendant |a compagne ol é cole 2017/2018.

1.1.2. Thym et leromarin

Nous avons utilisé deux plantes aromatiques qui sont le thym (Thymus sp.) (Figure
03) et le romarin (Rosmarinus officinallis) (Figure 04). Ces deux plantes ont été récoltées
au niveau d une région montagneuse de la commune d ADEKAR.

Aprés larécolte, les plantes sont nettoyées, puis lavées al’ eau plusieurs fois. Ensuite,
nous avons étalé les plantes sur un papier d’aluminium pour réaliser un séchage a I'air

libre.

Figure 03 : Photographie de la partie aérienne de Thymus sp.
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Figure 04 : Photographie de la partie aérienne de Rosnrinus officinallis L.

|.2. Préparation du mélange huile/plante aromatique

Apres homogénéisation de chague compartiment de notre échantillon, nous avons
réalisé un mélange huile/thym a 10% et deux mélanges huile/romarin a 10% et a 5%. Les
huiles témoins et les méanges huile/plante sont conditionnés dans des flacons en verre
fumé, remplis a plein, bien scellés et stockés a deux températures différentes. température
ambiante et 30 °C. Nous avons réalisé les analyses aprés 20 jours, 30 jours et 40 jours de
stockage.

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

Ladénomination des différents échantillons est donnée dans | e tableau suivant :
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Tableau V : Dénomination des différents échantillons

Echantillon Signification

(HTto) Huile témoin sans stockage

HTm/20J/Tam°C Huile témoin stockée a température ambiante pendant 20 jours

HTm/20J/30°C Huile témoin stockée a température 30°C pendant 20 jours

HAT/203/Tam°C/10% Huile aromatisée au thym & 10% stockée a température ambiante pendant 20 jours
HAT/20J/30°C/10% Huile aromatisée au thym a 10% stockée a température 30°C pendant 20 jours
HAR/20J/Tam°C/5% Huile aromatisée au romarin & 5% stockée a température ambiante pendant 20 jours
HAR/20J/30°C/5% Huile aromatisée au romarin & 5% stockée a température 30°C pendant 20 jours
HAR/20J/Tam°C/ 10% Huile aromatisée au romarin a 10% stockée a température ambiante pendant 20 jours
HAR/20J/30°C/ 10% Huile aromatisée au romarin a 10% stockée a température 30°C pendant 20 jours
HTm/30J/Tam°C Huile témoin stockée a température ambiante pendant 30 jours

HTm/30J/30°C Huile témoin stockée a température 30°C pendant 30 jours

HAT/303/Tam°C/10% Huile aromatisée au thym & 10% stockée a température ambiante pendant 30 jours
HAT/30J/30°C/10% Huile aromatisée au thym a 10% stockée a température 30°C pendant 30 jours
HAR/30J/Tam°C/5% Huile aromatisée au romarin & 5% stockée a température ambiante pendant 30 jours
HAR/30J/30°C/5% Huile aromatisée au romarin & 5% stockée a température 30°C pendant 30 jours
HAR/30J/Tam°C/10% | Huile aromatisée au romarin a 10% stockée atempérature ambiante pendant 30 jours
HAR/30J/30°C/10% Huile aromatisée au romarin a 10% stockée a température 30°C pendant 30 jours
HTm/40J/Tam°C Huile témoin stockée a température ambiante pendant 40 jours

HTm/40J/30°C Huile témoin stockée a température 30°C pendant 40 jours

HAT/40J/Tam°C/10% Huile aromatisée au thym & 10% stockée atempérature ambiante pendant 40 jours
HAT/403/30°C/10% Huile aromatisée au thym a 10% stockée a température 30°C pendant 40 jours
HAR/40J/Tam°C/5% Huile aromatisée au romarin & 5% stockée a température ambiante pendant 40 jours
HAR/40J/30°C/5% Huile aromatisée au romarin a 5% stockée a température 30°C pendant 40 jours
HAR/40J/Tam°C/10% Huile aromatisée au romarin a 10% stockée a température ambiante pendant 40 jours
HAR/40J/30°C/10% Huile aromatisée au romarin a 10% stockée a température 30°C pendant 40 jours

|.3 Méthodesd’ analyses

1.3.1 Extraction et dosage des composes phénoliques
1.3.1.1 Extraction

L’ extraction des composés phénoliques a été réalisée selon le protocole décrit par

Favati et al. (1994). Aprés activation de la colonne (Cy5) avec 6 ml de méthanol et 10 mli

d hexane, on adissout 1 g d huile dans 10ml d’hexane, le mélange a été élué a travers la
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colonne d octadecyle (Cig). Puis, on lave avec 2x5 ml d hexane et enfin, I’&ution est

réalisée avec 2x4 ml du méthanol.

1.3.1.2 Dosage des polyphénolstotaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par le réactif de Folin-Ciocalteu, ce
dernier et un mélange dacide phosphotungstique (H3PW1204) €t d'acide
phosphomolybdique (H3PM0,,040) de couleur jaune. 1l est réduit, lors de I’ oxydation des
phénols, en un mélange d oxydes bleus de tungstene et de molybdene. La coloration
produite, dont I’ absorption maximum est comprise entre 725 et 750 nm est proportionnelle
alaquantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Nathalie et al., 2006).

La méthode utilisée pour e dosage des polyphénols totaux est celle de Favati et al.
(1994). Dans des fioles de 20ml ; un volume de 2 ml de I’extrait méthanolique a été
mélangé avec 5 ml de I’ eau distillée et 0,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu. Apres 3 min
d’incubation, on gjoute 4 ml de carbonate de sodium (NaxCOz3) a 10% et on gjuste avec de
I'eau digtillée jusqua 20 ml. Aprés incubation pendant 90 min a |’ obscurité, les
échantillons sont filtré et I’ absorbance est mesurée a 765 nm.

Les concentrations en polyphénols totaux des extraits méthanoliques d huile d’ olive
sont exprimées en mg d'E.A.G/Kg dhuile d'olive, en se référant a une courbe
d étalonnage préparée avec I’ acide gallique (annexe ).

1.3.1.3 Dosage desflavonoides

Le dosage des flavonoides est basé sur les propriétés chélatrices des flavonoides
essentiellement les flavones et |es flavols qui possedent la fonction 4-céto-5-hydroxyle qui
interagit avec les ions Al*™3, ces derniers forment un complexe jaune trés stable avec les
groupements hydroxydes (OH) des phénols et qui est quantifié a une longueur d’ onde de
430 nm (Apak et al., 2007).

Le contenu en flavonoides des extraits est estimé par la méthode au trichlorure
d’aluminium (AICl3) décrite par Branz (2012). Un volume de 2 ml de I’ extrait est mélangé
a 1ml de la solution de trichlorure d’ aluminium AlCl3 a 2%. Apres incubation al’ obscurité
pendant 15 min et atempérature ambiante, |’ absorbance est mesurée a 430 nm.

La concentration des flavonoides dans les extraits a été calculée a partir de la courbe
d’ étalonnage établie avec la quercétine. Les résultats sont exprimés en mg équivalent de

guerceétine dans un Kg d’ huile (mg E.Q/Kg) (Annexel).
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|.3.2 Etude del’activité antioxydante de |’ huiled’ olive
1.3.2.1 Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est estimé par la capacité d'un antioxydant a réduire le fer
ferrique Fe** (FeCls) en fer ferreux Fe** (FeCl,) en présence d'un agent chromogéne
ferricyanure de potassium K3 [Fe(CN)g]. Ceci setraduit par le virage de la couleur jaune du
ferricyanure de potassium vers une couleur bleu verte dont I’intensité dépend du pouvoir
réducteur de |’ antioxydant (Chou et al., 2003).

L’ activité réductrice des extraits a été mesurée en suivant la méthode décrite par
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%). Apres incubation a
50°C pendant 20 min, un volume de 2,5 ml d’ acide trichloracétique (10%) est additionné
au mélange. Apres 10 min d’incubation, 0,5ml de chlorure ferrique (0,1%) est gouté et
I” absorbance est mesurée a 700 nm.

Le pouvoir réducteur est exprimé en mg équivalent d acide caféique dans un kg
d huile, en se référant a une courbe d’ étalonnage réalisée avec I’ acide caféique (Annexel).

1.3.2.2 Mesuredel’activité antiradicalaire

Le test DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est basé sur la mesure de la capacité
de piégeage de radicaux a l'aide de radical stable DPPH°®. Le principe de ce test se résume
par la capacité de I’ extrait a réduire le radical libre DPPH® de couleur violette foncée, qui

se transforme en coloration jaunétre (apres réduction) (Figure 05) (Merouane, 2014).

N

+ Antioxydant -OH | + Antioxydant-O.
N. NH

3.0 3.0

Y

NO; NO, NO, NO,

DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 05 : Réaction d'un antioxydant avec le radical DPPH° (Talbi, 2015)

a) Activité scavenger del’ extrait méthanoliques sur leradical DPPH
Cette activité a été mesurée selon le protocole décrit par Lesage-Messsen et al.

(2001) ; Un volume de 1,5 ml d extrait est mélangé avec un méme volume de solution
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méthanolique de DPPH (10%). La décoloration par rapport au témoin, contenant le DPPH
et le solvant, est mesurée au spectrophotometre a 515nm apres 60 min d'incubation a
I’ obscurité.

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

sdon laformul e suivante:

Le (%) d’inhibition du DPPH = (Ac- Ae /Ac).100

e Ac: Absorbance du contrble

e Ae: Absorbance del’ échantillon

b) Activité scavenger del huilesur 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 du la
solution de DPPH qui a été préparée dans le toluéne (10™%) est additionné a un volume de
solution d’huile diluée dans le toluene avec une concentration de 0,6 g/ml. Le mélange est
agité pendant 10 secondes a I’aide d’un vortex, aprés 60 min d'incubation a I’ obscurité,
I” absorbance est mesurée a 515 nm.

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

selon laméme formul e citée précédemment.

|.5. Etude statistique

Toutes les données représentent la moyenne de trois essais et les résultats sont
exprimeés par la moyenne * |’écart type. Le traitement des résultats obtenus a été fait a
I’ aide d’ une étude statistique en utilisant le logiciel STATISTICA (5,5). En appliquant une
anayse 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

1.1 Composés phénoliques

La teneur en composés phénoliques est un facteur important a prendre en

considération lors de I’évauation de la qualité de I'huile d’olive vierge puisque ces

composees présentent une activité antioxydante et contribuent significativement a la

stabilité oxydative des huiles d’ olive vierges (L erma-Gar cia, 2009).

Les résultats obtenus pour les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides sont

illustrés dans le tableau V1.

Tableau VI : Teneur en polyphénols totaux des huiles d’ olive vierges témoins et des

huiles aromatisées au thym et au romarin.

Echantillons P(Zl%gh? A?. Ié';lgtg)ux Flavonoides (mg E.Q/K Q)
HT(to) 79,66 + 14,502 k 46,85+ 2,941 |
HTm/20j/Tam°C 41,86 + 2,339 ef 12+0cd
HTm/30j/Tam°C 52,92 + 4,262 ghi 566+ 0,77 a
HTm/40j/Tam°C 44,26 + 1,200 efg 9+0b
HTm/20;/30°C 48,33 + 1,827 fj 9+ 0b
HTm/30j/30°C 21,16 £ 0,725 ab 9+1b
HTm/40;/30°C 65,77 + 8,678 | 12,66 + 0,577 de
HAT/20j/Tam°C/10% 39,1+ 2,752 de 24+ 4]
HAT/30j/Tam°C/10% 42,25 + 2,616 ef 16+ 0fg
HAT/40)/Tam°C/10% 63,1+ 6,913 13+ 1de
HAT/20j/30°C/10% 39,1 + 3,659 de 27,66 + 1,527 k
HAT/30j/30°C/10% 26.33+ 1,527 bc 16.56 + 1,109 fgh
HAT/40j/30°C/10% 32,8+4,36 cd 17+0gh
HAR/20j/Tam°C/5% 60,43+ 1,9251j 16+ 0fg
HAR/30j/Tam°C/5% 26,74+ 1,831 bc 12+ 1cd
HAR/40j/Tam°C/5% 58,49 + 0,577 ij 19,66 £ 0,577 1
HAR/20j/Tam°C/10% 20,43 + 1,455 ab 9,33+ 0,577 b
HAR/30j/Tam°C/10% 26,73 + 2,553 bc 11,66 + 0,577 cd
HAR/40j/Tam°C/10% 18,74 + 1,515 ab 14,66 + 0,577 ef
HAR/20j/30°C/5% 57,28 +5,363 hij 13+ 3de
HAR/30j/30°C/5% 17,04+ 4,134 a 13+ 1de
HAR/40j/30°C/5% 49,47 + 13,364 fgh 12,66 + 0,577 de
HAR/20j/30°C/10% 36,46 +1,285 de 10+ 0bc
HAR/30j/30°C/10% 21,89+ 2,180 ab 18,66 + 1,527 hi
HAR/40j/30°C/10% 32,61 + 3,338 cd 22,33+ 0,577

*Les valeurs portant les mémes lettres dans une méme colonne ne montrent aucune différence significative

(p< 0,05).
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11.1.1 Dosage des polyphénolstotaux

Les résultats relatifs aux polyphénols totaux (Tableau V1) montrent que les teneurs
en ces derniers oscillent entre 17,04 mg E.A.G/Kg (HAR/30 j/30°C/5%) et 79,66 mg
E.A.G/Kg pour I’échantillon témoin (HTty). D’ aprés I'analyse statistique, I’ échantillon
d huile d olive témoin (HTtp) présente une augmentation significative (p<0,05) par rapport
au reste des échantillons.

Les teneurs en polyphénols totaux des échantillons témoins stockés a différentes
températures ont enregistré des diminutions significatives (p<0,05) par rapport a
I’échantillon témoin (HTty) et les valeurs varient entre 21,16 mg E.A.G/Kg pour
HTm/30J30°C et 65,77 mg E.A.G/Kg pour HTm/40j/30°C.

A I'exception de I'échantillon d’huile aromatisée au thym (HAT) stocké a
température ambiante a 40 jours, en général, tous les autres échantillons aromatisés au
thym ont enregistré des diminutions souvent significatives (p<0,05) par rapport a leurs
échantillons témoins correspondants.

A température ambiante et au cours du stockage, nous avons relevé une
augmentation progressive de la teneur en polyphénols totaux, au cours du temps pour
I”échantillon aromatisé au thym, avec une valeur significativement élevée a 40 jours
(HAT/40j/Tam°C : 63,1 mg E.A.G/KQ).

A I’ exception de I’ échantillon HAR/Tam°C/10%, tous les autres échantillons d’ huile
aromatisé au romarin ont enregistré une diminution progressive et significative (p<0,05)
de la teneur en polyphénols totaux au cours de 30 jours de stockage, suivi d'une
augmentation significative (p<0,05) au bout de 40 jours de stockage.

Une augmentation significative (p<0,05) de la teneur en polyphénols totaux a été
relevée pour les échantillons HAR/20j/Tam°C/5% et HAR/40j/Tam°C/5% par rapport a
leurs témoins respectifs (HTmM/20j/Tam°C et HTm/40j/Tam°C).

En comparant les huiles aromatisées aux deux plantes a 10%, on remargue, en
général, que les échantillons aromatisés au thym sont plus riches en polyphénols totaux par
rapport aux huiles aromatisées au romarin, et ces dernieres a 5% sont plus riches par
rapport a 10%.

L’ augmentation des teneurs en polyphénols totaux peut étre expliquée par la
décomposition des phénols complexes en libérant de I'hydroxytyrosol et de tyrosol
(Perrin, 1992; Ollivier, 2004).
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L’gout de deux plantes aromatiques a I’huile (thym et romarin) pourrait étre a
I’origine del’ augmentation de lateneur en polyphénols totaux.
La diminution des polyphénols totaux est due a la dégradation des polyphénols ou a

I’ activité de I’ enzyme pol yphénols-oxydase (Zanoni et al., 2005).

I1.1.2 Dosages des flavonoides

Les résultats relatifs aux flavonoides (Tableau V) montrent que les teneurs en ces
derniers oscillent entre 5,66 mg E.Q/Kg (HTm/30j/Tam°C) et 46,85 mg E.Q/Kg pour
I”échantillon (HTty). D’ aprés I’ anal yse statistique, aucune différence significative (p<0,05)
n'est observée entre I’échantillon témoin (HTty), le HTm/30j/Tam°C, le HAT/20
}/30°C/10% et le reste des échantillons.

Les échantillons d’ huile témoin (HTm) stockés a différentes températures et périodes
de stockages ont enregistré des diminutions significatives (p<0,05) par rapport a
I’ échantillon témoin (HTto).

Nous avons noté une diminution progressive et significative (p< 0,05) au cours du
temps de stockage de la teneur en flavonoides pour les huiles aromatisées au thym stockées
atempérature ambiante.

Tous les échantillons aromatisés au thym ont enregistré une augmentation

significative (p< 0,05) de lateneur en flavonoides par rapport a leurs échantillons témoins

correspondants.

A partir de 20 jours de stockage, nous avons relevé une augmentation progressive et
significative (p<0,05) de la teneur en flavonoides au cours du temps pour les échantillons
aromatisés au romarin 210% pour les deux températures de stockage.

A I'exception des échantillons HAR/20j/Tam°C/10%, HAR/40j/30°C/5% et
HAR/20j/30°C/10%, tous les autres échantillons aromatisés au romarin ont noté une
augmentation significative (p<0,05) par rapport a leurs échantillons témoins
correspondants.

En général, nous avons noté des augmentations des teneurs en flavonoides pour les
huiles aromatisées cela pourrait ére di a I’enrichissement des huiles par les plantes
gjoutées et le meilleur enrichissement a éé noté pour |’échantillon aromatisé au thym :
HAT/20j/30°C (27,66 mg E.Q/Kg).

Pour les huiles enrichies au romarin, la meilleure valeur en flavonoides est notée
pour |’ échantillon HAR/40j/30°C/10% : 22,33 mg E.Q/Kg.




Partie expérimentale Chapitre || : Résultats et discussion

[1.2. Détermination del’ activité antioxydante
I1.2.1. Le pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est I'aptitude d’un composé dit « antioxydant » a donner un
électron et/ou un atome d’hydrogene ce qui permet de prévenir les biomolécules de
I’ action des espéces radicalaires (Dorman et al., 2003).

Les résultats relatifs au pouvoir réducteur des différents échantillons sont illustrés

danslafigure 06.
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Figure 06 : Pouvoir réducteur des extraits méthanoliques des huiles d’ olives vierges
témoins et des huiles aromatisées au thym et au romarin.

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

L es résultats obtenus montrent que les valeurs des pouvoirs réducteurs oscillent entre
14,33 mg E.A.C/Kg pour I’ échantillon HAR/30j/Tam°C/5% et 105 mg E.A.C/Kg pour le
HTm/20j/30°C. D’aprés I'analyse statistique, on remarque la présence de différence
significatives (p<0,05) entre les échantillons HTmM/20j/30°C, HAR/30j/Tam°C/5%,
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HAR/40j/Tam°C/5%, HAR/20j/Tam°C/10%, HAR/40j/30°C/5% et le reste des
échantillons.

Les échantillons d’ huile témoin (HTm) stockés atempérature ambiante ont enregistré
une diminution progressive et significative (p<0,05) du pouvoir réducteur a partir de 20
jours de stockage. Par contre, nous avons noté une augmentation progressive et
significative (p<0,05) du pouvoir réducteur pour les échantillons aromatisés au romarin
(10%), stockés a 30°C a partir de 20 jours de stockage.

A 30°C et aprés 30 jours de stockage, nous avons noté des diminutions significatives
(p<0,05) du pouvoir réducteur pour les échantillons HTm, HAT/10%, HAR/5%. A la
méme période de stockage et a température ambiante, nous avons relevé aussi une
diminution significative (p<0,05) de ce paramétre avec la plus petite valeur pour le
HAR/30j/Tam°C/5% (14,33 mg E.A.C/K Q).

Les meilleurs pouvoirs réducteurs sont obtenus: a 20 jours de stockage pour les
huiles témoins et a 40 jours de stockage pour les échantillons aromatisés au romarin et qui
sont : HAR/Tam°C/5%, HAR/30°C/5% et HAR/30°C/10%.

Nous avons enregistré un coefficient de corrélation de 0,491 entre les polyphénols

totaux et les pouvoirs réducteurs.

Un tableau récapitulatif de tous résultats obtenus un cette éude est illustré en annexe

[1.2.2. Activité antiradicalaire
11.2.2.1. Activité scavenger desextraits méthanoliques sur leradical DPPH®
Les résultats obtenus pour ce paramétre sont illustrés dans lafigure 07.

Nos résultats montrent une variabilité de I'activité scavenger des extraits
méthanoliques sur radical DPPH® des différents échantillons; 1a plus faible teneur est notée
pour I’ échantillon HTm/30j/Tam°C (12,86%) et le pourcentage le plus élevé est enregistré
pour |’ échantillon HAR/40j/30°C/10% (48,28%).

L’ analyse statistique révéle | absence de différence significative (p < 0,05) entre les
échantillons HTmM/30j/Tam°C, HTm/20j/30°C et HTm/30j/30°C et ces trois échantillons
présentent des pourcentages d’inhibition du radical DPPH® significativement moins élevé

par rapport aux valeurs enregistrées par le reste des échantillons.
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Figure 07 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH® des extraits méthanoliques des
différents échantillons d  huiles d olive témoins et d’ huiles aromatisées au thym et au

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

*Les barres verticales représentent |es écarts types.

Les meilleurs pourcentages d’ inhibition du radical DPPH® sont obtenus a 40 jours de
stockage pour tous les échantillons al’ exception de HAT/Tam°C/10%.

A |’ exception des échantillons aromatisés au thym et au romarin & 10% et stockés a
température ambiante (HAT/Tam°C/10% et HAR/Tam°C/10%) tous les autres échantillons
d’ huiles aromatisées ont enregistré une augmentation significative (p<0,05) du pourcentage
d’inhibition du radical DPPH® par rapport aleur témoins correspondants.

Nous avons noté une augmentation progressive et significative (p<0,05) du
pourcentage d'inhibition du radical DPPH® au cours du stockage pour I’ échantillon d huile
aromatisé au romarin (10%) stocké a 30°C.

En général, les meilleurs pourcentages d’inhibition sont enregistrés pour les huiles
aromatisées au romarin. En effet, a température ambiante, le pourcentage le plus élevé est
obtenu pour I’ échantillon HAR/Tam°C/40j/5% (46,11%) et a 30°C, nous avons relevé une
valeur de 48,28% qui correspond al’ échantillon HAR/30°C/40j/10%.
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En fin, I’gout des plantes aromatiques a |’ huile a permis |’améioration de I’ activité
antiradicalaire des extraits méthanoliques des huiles.

Plusieurs travaux de recherche ont montré que I’ activité anti radicalaire est influencée
par la présence des composés phénoliques (Boskou, 2005). En effet, un coefficient de
corrélation de 0,399 a été enregistré entre les composeés phénoliques totaux et I’ activité

antiradicalaire des extraits méthanoliques de nos échantillons.

[1.2.2.2. Activité scavenger del’huile sur leradical DPPH®
Les résultats relatifs a I’activité scavenger de I'huile sur le radical DPPH° sont

figurés danslafigure 08.
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Figure 08 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH® des différents échantillons d huiles

d’olive témoins et des huiles aromatisées au thym et au romarin.

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

*Les barres verticales représentent |es écarts types.




Partie expérimentale Chapitre || : Résultats et discussion

Les résultats obtenus varient entre 52,17% (HTm/40j/30°C) et 90,9%
(HAR/20j/30°C/5%). L’analyse statistique révéle la présence de différence significative
(p<0,05) entre I’ échantillon témoin stocké a 30°C pendant 40 jours (HTm/40j/30°C) €t le
reste des échantillons al’ exception de HAT/20j/Tam°C/10%.

A I'exception des échantillons: HAT/40j/Tam°C/10%, HAT/30j/30°C/10% et
HAR/20j/Tam°C/5%, tous les autres échantillons d'huiles aromatisées présentent des
augmentations significatives (p< 0,05) par rapport a leurs témoins correspondants.

En généra, I'gout de la plante aromatique a I’ huile a permis d améliorer | activité
antioxydante de cette derniere testée avec le DPPH et les meilleures activités sont notées
pour les huiles aromatisées au romarin.

Les résultats obtenus ont montré que la température, la période de stockage et |’ gjout

de plante aromatique al” huile influent sur I’ activité antioxydante de cette derniere.




Conclusion et per spectives

Conclusion et perspectives

Dans le cadre de I’ étude de I’ activité antioxydante de I’ huile d’ olive aromatisée, nous
avons réalisé des dosages de composés phénoliques (polyphénols totaux et flavonoides)
d’'une huile d’'olive vierge commercidle (Zzit IFRI) additionnée par deux plantes
aromatiques: Le thym (Thymus sp.) et le romarin (Rosmarinus officinallis). Nous avons
auss évaueé I'activité antioxydante (pouvoir réducteur, activité scavenger des extraits
méthanoliques et de |’ huile sur le radical DPPH® ) au cours de stockage (20, 30 et 40 jours)
et adeux températures différentes (ambiante et 30°C).

Les teneurs en polyphénols totaux varient entre 17,04 mg E.A.G/Kg et 79,66 mg
E.A.G/Kg et [|'échantillon d huile d olive témoin (HTty) présente une augmentation
significative (p<0,05) par rapport au reste des échantillons. Les échantillons aromatisés au
thym sont plus riches en polyphénols totaux par rapport aux huiles aromatisés au romarin.

Les teneurs en flavonoides varient entre 5,66 mg E.Q/Kg et 46,85 mg E.Q/Kg. Tous
les échantillons aromatisés au thym ont enregistré une augmentation significative (p< 0,05)
de la teneur en flavonoides par rapport a leurs échantillons témoins correspondants et le
meilleur enrichissement a éé noté pour [I'échantillon aromatise au thym
HAT/20j/30°C/10% : 27,66 mg E.Q/Kg.

Les valeurs des pouvoirs réducteurs oscillent entre 14,33 mg E.A.C/Kg et 105 mg
E.A.C/Kg €t les meilleurs pouvoirs réducteurs sont obtenus : a 20 jours de stockage pour
les huiles témoins et a 40 jours de stockage pour |es échantillons aromatisés au romarin et
qui sont : HAR/Tam°C/5%, HAR/30°C/5% et HAR/30°C/10%.

L’ activité scavenger des extraits méthanoliques sur le radica DPPH® est variable
entre 12,86% et 48,28%. A |’ exception des échantillons aromatisés au thym et au romarin
a 10% stockeés atempérature ambiante, tous les autres échantillons d’ huiles aromati sées ont
enregistré une augmentation significative (p<0,05) du pourcentage d’inhibition du radical
DPPH°® par rapport aleur témoins correspondants.

Les résultats relatifs a |’ activité scavenger de |” huile sur le radical DPPH® varient de
5217% a 90,9%. A [I'exception des échantillons: HAT/40j/Tam°C/10%,
HAT/30j/30°C/10% et HAR/20j/Tam°C/5%, tous les autres échantillons d huiles
aromatisées présentent des augmentations significatives (p< 0,05) par rapport a leurs

témoins correspondants.




Conclusion et per spectives

A la lumiére des résultats obtenus, on a constaté que la température, le stockage et
I’ gout de plante aromatique sont tous des facteurs qui influent sur les teneurs en composés
phénoliques et sur I’ activité antioxydante des extraits méthanoliques et des huiles d olive.
Enfin, il serait intéressant de compléter cette étude par d’ autres analyses :
e Testsde stabilité oxydative (Rancimat);
e Uneanaysesensorielle;

e Détermination du profil en composés phénoliques.

.
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Annexe |

Figure 01 : Courbe d’' étalonnage pour |e dosage des composés phénoliques totaux.

Figure 02 : Courbe d' étalonnage pour |le dosage des flavonoides.

Figure 03 : Courbe d étalonnage pour le pouvoir réducteur.
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Tableau | : Tableau récapitulatif des résultats obtenus pour les analyses effectues.

Echantillons PO('%%"E‘?';""S}%";“X (azvggjﬁzﬁ) P?r‘:]‘éog_'&é_’é‘;gg)“ DPPH d'Extrait (%) DPPH sur I'Huile (%)
HT (to) 79,66+ 14,502 k 46,85+ 2,941 8466+0577n | 22,68+ 0,775 bcde 739+ 1,017 efg
HTm/20)/Tam°C 41,86 + 2,330 f 12+ 0cd 86,33 + 8,660 22,24+ 0,185 bed 75,021 + 0,096 fgh
HTm/30j/Tam°C 52,02 + 4,262 ghi 5,66+ 0,77 a 65,33+ 3,214 k 12,86+ 4,136 a 63,04+ 1,571 be
HT m/40j/Tam°C 44,26 + 1,200 efg 9+0b 33+3c 31,99 + 2,763 ghijk 67,12+ 0,275 cde
HTm/20j/30°C 4833 + 1,827 i 9+ 0b 105+ 1,527 0 17,81+ 3,176 a 73,46 + 3,059 defg
HTm/30j/30°C 21,16+ 0,725 ab 9+1b 26,33+ 1,154 b 19,96+ 1,396 ab 68,36 + 0,942 cdef
HTm/40j/30°C 65,77 + 8,678 12,66+ 0577de | 52,66+ 2:886ig 34+ 2,815kl 5217+ 11,0784
HAT/20)/Tam°C/10% 39,1+ 2,752 de 24+ 4] 26,66+ 0,577 b 26,0+4 0,570 def 56,4 + 2,253 ab
HAT/30j/Tam°C/10% 4225 + 2,616 ef 16+ 0fg A+1ef 38,02+ 3,313Im 70,56 + 0,758 defg
HAT/40j/Tam°C/10% 63,1+ 6913] 13+ 1de 38,33+ 2,309 de 34+ 1,046 ijkI 71,61+ 3,492 defg
HAT/20j/30°C/10% 39,1+ 3,659 de 2766+ 1527k | 3833+ 1154de 28,16+ 2,871 fgh 89,3+ 1,607 k
HAT/301/30°C/10% 26.33+ 1,527 bc 16,56+ 1,109 fgh 33+1,732¢ 23,01+ 1,905cde 70,16 + 1,300 defg
HAT/40j/30°C/10% 32,8+ 4,36 cd 17+0gh 49+ 2 hi 38,76+ 1,132 Im 66,84+ 5,194 cd
HAR/20j/Tam°C/5% 60,43+ 1,925 j 16+ 0fg 64,66+ 2,516 k 32,64+ 3,574 hijk 76,52+ 8511 gh
HAR/30j/Tam°C/5% 26,74+ 1,831 be 12+ 1cd 1433+ 2516 a 32,99 + 3,354 hijk 81,64+ 1,987 hij
HAR/A0j/Tam°C/5% 58,49+ 0,577 ij 19,66+ 0,577 | 78,66+ 3,51 1m 46,11 + 5,968 no 87,25+ 0,773 ijk
HAR/20j/Tam°C/10% 20,43+ 1,455 ab 9,33+0,577 b 55,33+ 0,577 | 32,37 + 3,601hijk 88,86+ 0,167 k
HAR/30j/Tam°C/10% 26,73+ 2,553 bc 11,66+ 0577cd | 49,66+ 1154hi | 31,98+ 2,419 ghijk 89,25+ 1,280 k
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Echantillons P"('%grl‘zé_'xg/ﬁ‘(’g“x (ig"gg}fg ?&“g"g ;\é_"é‘ﬁeg)r DPPH d'Extrait (%) DPPH sur I'Huile (%)

HAR/A40j/Tam°C/10% 18,74+ 1,515 ab 14,66+ 05776 | 47,66+ 3511 gh 34,5+ 4,306 kI 88,65 + 1,148 k

HAR/20/30°C/5% 57,28 +5,363 hi 13+ 3de 61+ 1k 30,71 + 5,143 ghij 90,9+ 2,012k

HAR/301/30°C/5% 17,04+ 41342 13+ 1de 44+ 11g 29,52 + 3,380 ghi 84,73+ 1,115 jk
HAR/A0}/30°C/5% 49,47 + 13,364 fgh 1266+0577de | 7366+5,033 41,85+ 2,227 mn 88,21+ 0,771 jk
HAR/20//30°C/10% 36,46 +1,285 de 10+ 0 be 36,33+ 0,577 cd 27,35 + 3,096 efg 81,58+ 9,335 hi

HAR/30//30°C/10% 21,89+ 2,180 ab 18,66+ 1,527 hi | 42,33+ 2,081 &f 35,05+ 2,438 Kl 87,73+ 0,891 ijk
HAR/40j/30°C/10% 32,61+ 3,338 cd 22,33+ 0577 55,33+ 2,516 ¢ 48,28+ 14640 83,60+ 0,623 jk

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




Résumé

L’ objectif de ce travail est d’ évaluer I’ activité antioxydante d’ une huile d’ olive extra
vierge « Zzit Ifri » aromatisée par I’ gjout de deux plantes aromatiques : Le thym (Thymus
sp.) et le romarin (Rosmarinus officinallis L.) au cours de stockage (20j/30j/40j) et a
différentes températures (30°C et Tam°C). Nous avons évalué les teneurs en composes
phénoliques (polyphénols totaux et flavonoides) et nous avons testé I’ activité antioxydante
(le pouvoir réducteur et activité antiradicalaire de DPPH).

Les résultats obtenus révélent que les meilleurs enrichissements en polyphénols
totaux et en flavonoides sont obtenus pour les huiles aromatisées au thym. Les meilleurs
pouvoirs réducteurs sont enregistrés a 20 jours de stockage pour les huiles témoins et a 40
jours de stockage pour les échantillons aromatisés au romarin e qui sont:
HAR/Tam°C/5%, HAR/30°C/5% et HAR/30°C/10%. Pour |’ activité scavenger des extraits
méthanolique et de I’ huile sur le radical DPPH®, nous avons enregistré une augmentation
significative (p<0,05) par rapport aleurs échantillons témoins.

Motsclés: Huile d olive, Romarin, Thym, Antioxydants, Activité antioxydante, Stockage.

Abstract

The objective of this work is to evaluate the antioxydant activity of extravirgin olive
oil " Zzit Ifri" flavored by the addition of two aromatic plants: The thyme (Thymus sp.) and
the rosemary (Rosmarinus L. officinallis) during storage (20 /30 /40) and at different
temperatures (30°C and Tam°Cs). We evaued the contents in compounds phenolic (total
polyphenols and flavonoid) and we tested the antioxydant activity (the reducing power and
antiradicalaire activity of DPPH).

The results show that the best enrichments in total polyphenols and in flavonoid are
obtained for oils flavored by the thyme. The best reducing powers are recorded at 20 days
of storage for the oils control and at 40 days of storage for the samples flavored by the
rosemary and that are:. HAR/Tam°C/5%, HAR/30°C/5% and HAR/30°C/10%. For the
scavenger activity of the méthanolic extract and oil on the radical DPPH°®, it recorded a

significant increase (p <0,05) in relation to their samples control.

Key words: Olive oil, Rosemary, Thyme, Antioxidant, Antioxydant activity, Storage,.
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