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Introduction

L’olivier (Olea europea) est un arbre béni. Son existence remonte a 1’époque antique. Il fait partie de
la vie, du paysage et de la culture des populations et civilisations diverses. Il est parmi les plus vieux
arbres cultivés dans le monde. C’est un arbre typique largement cultivé dans les régions

méditerranéennes pour sa production en huile et olives de table.

L’huile d’olive est la plus ancienne huile connue, sa consommation remonte a 1’antiquité. C’est la
seule huile végétale extraite d’un fruit, toutes les autres sont issues de graines, obtenue par des
procédés mécaniques. Les propriétés nutritionnelles, biologiques, gustatives, et physicochimiques de
I’huile d’olive expliquent I’intérét du consommateur pour cette huile qui est reconnue pour étre un
composant essentiel de la dicte méditerranéenne (Claude, 2014). Les régimes alimentaires a base
d'huile d'olive sont bénéfiques pour la santé humaine en diminuant le risque de maladies cardiaques en
empéchant la formation de caillot sanguin causant les infarctus. Elle améliore la santé du coeur en
permettant aussi de diminuer les niveaux sanguins de mauvais cholestérol et de triglycérides causant

ces problémes (Benabid, 2009).

Depuis toujours, I’homme a eu recours aux plantes pour se nourrir et se soigner. Parmi ces plantes,
I’inule visqueuse (Dittrichia viscosa) qui est utilisée en médecine traditionnelle depuis 1’ Antiquité.
Toutes les grandes civilisations anciennes (Chinoise, Indienne, Egyptienne, Grec, Romaine, etc.) ont
eu recours a ce savoir-faire traditionnel pour se soigner (Viguier, 2006)sans connaitre réellement les
propriétés de ces plantes. A travers les siécles, ’homme a pu, grace a ses expériences et son

intelligence, accumuler un savoir important des vertus médicinales des plantes (Boullard, 2001).

L’inule visqueuse est un désinfectant et une sorte de cicatrisant. Elle a ét¢ largement utilisée comme
traitement pour : les plaies avec 1’application de feuilles fraiches, ou des saignements sur des plaies
ouvertes ou les résultats des brilures a I’arrét de I’hémorragie.
Le traitement d’Inula viscosa est préféré par les villageois aux médicaments modernes, car il favorise
la cicatrisation plus rapide. L’inule visqueuse connue dans les régions mediteraniennes pour ces
proprictes antiseptiques et son efficacite contre les inflamations de la peau .La poudre de la feuille
d’Inula viscosa séchée et mélangée avec de I’huile et appliqué a ’extérieur des parties touchées du
corps et ainsi elle adoucit les peaux séches et rugueuses. Cette plante est €également utilisée contre les

affections pulmonaires et les maux de téte (Djerroumi et Nacef, 2004). L inule visqueuse posséde
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¢galement une activité antimicrobienne et antifongique. Elle a été utilisée couramment pour prolonger

la durée de conservation de nourriture dans médecine traditionnelle (Adam et al., 1962).

Le but de notre travail est de réaliser une recette médicinale traditionnelle avec des produits du
territoire, la recette consiste a la combinaison des feuilles d’/nula viscosa implantée dans la région de
Bejaia ainsi que de I’huile d’olive commerciales on passera par la suite a la détermination des
caractéres physicochimiques ainsi qu’une évaluation de 1’activité antioxydante des huiles témoins et
ceux mélangées avec la plante. Le deuxieéme onglet du travail est de réaliser un plan d’expériences
afin d’optimiser la bonne combinaison en temps de contact et quantité des différents constituants

Ce modeste travail est subdivisé en deux parties : une premiére qui inclut la synthése bibliographique
et résume des généralités sur I’huile d’olive et I’inule visqueuse. Tandis que la deuxiéme partie est
consacrée a la partie expérimentale qui présente le matériel et les méthodes utilisées pour : la
préparation de la macération, détermination des caractéristiques physicochimiques, des teneurs en
composés phénoliques totaux et estimer ainsi ’activité biologique des extraits d’huiles d’olives
analysées. Dans cette partie, les différents résultats obtenus sont présentés et interprétés. A la fin de ce

travail nous terminons par une conclusion générale.
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I) Généralités sur I’huile d’olive

I.1) Huile d’olive
L’huile d’olive est I'huile provenant exclusivement de l'olive, fruit de I’olivier(Oleaeuropaea L.)
uniquement par des procédés mécaniques ou d’autres procédés physiques dans des conditions
thermiques, qui n’entrainent pas d’altération de I’huile, a 1’exclusion des huiles obtenues par

extraction avec des solvants, par des procédures de réestérification, ou par n’importe quel mélange

avec d’autres types d’huiles (COI, 2019).

1.2)Différents types d’huiles d’olive

Selon le Conseil Oléicole International(COI, 2019), différentes classes d’huile d’olive existent :
a) L’huile d’olive vierge qui renferme les catégories suivantes :
1/ Les huiles d’olive vierges propres a la consommation en 1’état :
- L’huile d’olive vierge extra (acidité libre < 0.8% d’acide oléique).
- L’huile d’olive vierge (acidité libre < 2% d’acide oléique).
- L’huile d’olive vierge courante (acidité libre < 3.3% d’acide oléique).
2/ Huile d’olive vierge qui doit faire objet d’un traitement avant sa consommation (Huile d’olive

vierge lampante : acidité libre > 3.3% d’acide oléique).

b) L’huile d’olive raffinée (acidité libre < 0,3% d’acide oléique).
¢)L’huile d’olive qui est un mélange de I’huile d’olive vierge et de I’huile d’olive raffinée (acidité
libre < 1 % d’acide oléique).
d)L’huile de grignons d’olives (acidité libre < 1% d’acide oléique) : elle est commercialisée selon les
dénominations ci-apres :

- Huile de grignons d’olive

- Huile de grignons d’olive brute.

- Huile de grignons d’olive raffinée.

1.3) Composition chimique de ’huile d’olive

L’huile d’olive est composée d’une fraction saponifiable avec un pourcentage de 96 a 98% et d’une
fraction insaponifiable avec un pourcentage de 2 a 4% de 1’huile (Sébastien., 2010).Cette composition

est influencée par le type de la variété, les conditions climatiques et 1’origine géographique.
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a. Fraction saponifiable

1- Les acides gras

Les acides gras sont des composés organiques a base de carbone, d'hydrogeéne et d'oxygene. Ils sont
formés d'une chaine hydrocarbonée et d'un groupe carboxyle. IlIs peuvent se présenter a 1’état saturé,
monoinsaturé ou polyinsaturé. La composition en acide gras de I’huile d’olive joue un réle important
pour sa qualité nutritionnelle et organoleptique. Divers facteurs, tels que la variété, le climat et le degré
de maturité des olives au moment de la récolte, ont une incidence sur le profil de composition en acides
gras de l'huile d’olive (Faghim et al., 2016). L’huile d’olive vierge se compose majoritairement
d’acides gras monoinsaturés (AGMI) et polyinsaturés (AGPI) et minoritairement d’acides gras saturés

(AGS), principalement sous forme d’esters de glycérol (Guo et al., 2018).

2- Les triglycérides

La plupart des acides gras de l'huile d'olive sont présents sous forme de triglycérides. Ils résultent de
I’estérification des trois fonctions alcools du glycérol par trois acides gras (figure 1) (Benrachou.,

2013).

H H
I |
H—C —O0OH+HOOC —R H C — OO0CR
H—C_OH+HOOC _R' —* 3HXO0+ H — C__00CR’
H— C_OH+HOOC_R" H — l.'|,_ OOCR”™
H H
Glycérol acides gras eau triglyceride

Figure 1: Réaction de formation de triglycéride (Bouassila & Mayouf., 2017)

Les triglycérides sont couramment désignés par trois lettres correspondant aux abréviations des acides
gras qui estérifient le glycérol (Benrachou., 2013). Le triglycéride majoritaire se présente sous forme
de trioléine ou le trioléoylglycérol (Lopez et al., 2014).Les principaux triglycérides présents dans

I’huile d’olive sont présents dans le tableau suivant.
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Tableau I: Les principaux triglycérides de 1’huile d’olive (Boskou et al., 2006).

Triglycéride Nom du triglycéride Teneur en %
000 la trioléine 40a 59 . .
— - - O : Acide Oléique
POO la dioléopalmitine 12220 P : Acide Palmitique
OOL la dioléolinoléine 12.52a20 L : Acide Linoléique
POL la palmitooléolinoleine 55a7 S : Acide Stearique
SOO la dioléostéarine 3a7

b. Fraction non saponifiable

1- Les pigments

La coloration de I’huile d’olive vierge est le résultat des teintes vertes et jaunes en raison de la présence
de chlorophylles et caroténoides, respectivement. Les principaux pigments de [’huile d’olive
appartenant aux caroténoides et aux chlorophylles sont la B-caroténe et la phéophytine, respectivement.
La phéophytine «<a>> est le constituant majeur de I’huile d’olive (36-49%) suivi du B-caroténe
(16-30%), phéophytine <<b>>, lutéine (5-8%) et néoxanthine (3-4%) (Giuffrida et al., 2007).

La variation de la couleur de I’huile d’olive est due aux concentrations en différents pigments (Cichelli
et Pertesana., 2004). Les olives vertes produisent une l'huile verte en raison de la teneur élevée en
chlorophylle contenue, tandis que les olives mires donnent de l'huile jaune en raison de pigments

caroténoides (Guo et al., 2018).

2- Les stérols

Le principal stérol dans I’huile d’olive, est le B-sitostérol, représentant jusqu’a 90-95% du total, et qui a
une action anti-carcinogene (Awadet al., 2000). Le campestérol et le stigmastérol comptent
respectivement pour 3% et 1% du total. Les teneurs en stérols varient en fonction de la variété et de la
maturité des olives. L huile d’olive est la seule huile qui contient un taux particulierement élevé de f-

sitostérol, substance qui s’oppose a I’absorption intestinale du cholestérol alimentaire (Ostlund., 2002).

3- Les tocophérols (vitamine E)

Les tocophérols sont des vitamines liposolubles. Ils jouent le réle d’antioxydants naturels, et
contribuent a la stabilité¢ de la qualité nutritionnelle de 1’huile d’olive. Ils sont quatre isomeres (a, B, v,
0). L alpha- tocophérol représente 90% de la totalit¢ des tocophérols (figure 2) (Graille., 2003). C’est

la forme la plus active de la classe des tocophérols (Khalil., 2002). Elle possede la plus forte activité
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vitaminique, et s'oppose au rancissement et a la polymérisation de I'huile (Sherwin., 1976).La beta,

gamma et le delta tocophérol n’est présente qu’a I’état de trace (Psomiadou et al., 2000).

CH,

CH, CH, CH,

Figure 2 : Structure générale d’un tocophérol.

4- Les composés aromatiques

Les composés volatils ou aromatiques sont des molécules qui définissent les caractéristiques
organoleptiques de I’huile d'olive (Kalua ef al, 2007). Ce sont des molécules de faible poids
moléculaire (inférieur a 300 Da) possédant une volatilit¢é a température ambiante.
L’odeur de I’huile est due a la capacité de certaines de ces molécules volatiles a atteindre les récepteurs
olfactifs du nez (Angerosa., 2002). Ces composés volatiles sont majoritairement des produits de
I’oxydation des acides gras insaturés. Plus de 70 molécules composent la fraction volatile des huiles
d’olive (Fedeli., 1997). Ces molécules sont réparties en aldéhydes, cétones, alcools, esters et

hydrocarbures.

5- Les composés phénoliques (antioxydants)

Les composés phénoliques contribuent fortement au gott piquant, a I’astringence et a I’amertume des
huiles (Brenes., 2000).1ls sont indispensables pour la qualité de 1'huile d'olive car ils fournissent une
stabilité¢ contre I'oxydation. Chaque variété¢ d'olive doit étre récoltée au moment optimal pour obtenir
une huile de haute qualité avec la plus haute teneur en phénol (Guo et al., 2018). Leur rdle est de
neutraliser les radicaux libres afin d’assurer la stabilit¢ de I’huile. Une huile pauvre en polyphénols
rancira plus vite. La structure des principaux composés phénoliques de I’huile d’olive (Ollivier et al.,

2004) est illustrée dans annexe (1).

6- Les hydrocarbures

Le squaléne (C;p Hsp) est I’hydrocarbure prédominant dans I’huile d’olive. C’est un triterpéne qui
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apparait dans la voie de biosynthese de cholestérol et d’autres stérols (Assman et Wahburg., 2000). 11
a des propriétés antioxydantes et 1’effet scavenger des radicaux libres (Berra., 1998). La présence de
squaléne est considérée comme partiellement responsable des effets bénéfiques de I’huile d’olive sur la

santé et de son action chimiopréventive contre certains cancers (Smith ez al., 1998).

I.4)Intéréts nutritionnels et thérapeutiques de 1'huile d'olive

L’huile d’olive est I'une des huiles les plus appréciées des consommateurs pour des raisons
organoleptiques (riche en arOmes et en saveurs), mais aussi pour des raisons de santé humaine comme
agent préventif (Samaniego-Sanchez et al., 2007). Plusieurs études indiquent que 1’huile d’olive, et en
particulier I’huile d’olive vierge et I’huile d’olive vierge extra, sont efficaces dans la prévention et/ou la
réduction de I’athérosclérose, de 1’hypertension, de I’obésité, du diabéte de type II et des processus

inflammatoire (Moreno Esteban and Solis., 2015).

L’utilisation de I’huile d’olive en médecine date depuis I’ancien temps. Les acides gras monoinsaturés
ont une influence sur le métabolisme des lipoprotéines de haute densité qui ont un effet protecteur
contre I’athérosclérose et les maladies cardiovasculaires. Kratz et al, 2002 ont démontré qu’un
régime riche en acides gras monoinsaturés, réduisait le cholestérol total et fait baisser le taux
de cholestérol des lipoprotéines de basse densité (LDL) (dit « mauvais cholestérol ») dans le sang,

sans affecter le cholestérol des lipoprotéines de haute densité¢ (HDL).

Les propriétés digestives de 1’huile d’olive ont conduit a son utilisation dans le traitement des troubles
gastriques, biliaires, et de la constipation. La stimulation de la sécrétion hépatique de la bile et
assurent le bon fonctionnement de la digestion (Benlemlih and Ghanam., 2012).

Ces propriétés thérapeutiques sont également corrélées avec sa composition riche en acides gras
monoinsaturés (I’acide oléique), qui est liée a la diminution de la sécrétion acide de I’estomac, et qui
permet d’améliorer I’absorption du calcium et de la vitamine D par ’organisme, exergant ainsi un role
important au moment de la croissance et dans la prévention de I’ostéoporose (Henry., 2003).
Néanmoins, tous les effets bénéfiques de la consommation d'huile d'olive ne sont pas dus a l'acide
oléique. D'autres composants secondaires de 1'huile d'olive ont des effets bénéfiques sur la santé.

Le squaléne, le B-sitostérol, 1’a-tocophérol et la teneur élevée en acide oléique auraient un rdle tres
important contre le développement de certains cancers (du sein, des ovaires, de 1I’estomac et du colon)

(Baccouri et al., 2008).
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Les antioxydants, tel que les polyphénols, particulierement 1’hydroxytyrosol et le tyrosol sont des
agents anti microbiens, qui jouent un rdéle important dans le renforcement du systéme immunitaire et
la protection de certains tissus et organes contre les dommages oxydatifs : cerveau, foie, globules
sanguins, muscles et artéres (Edwin and Frankel., 2011).

Les polyphénols de I’huile d’olive, essentiellement 1’hydroxytyrosol et la rutine sont dotés d’une
propriété anti-inflammatoire (Carralafuente., 2003).

L’huile d’olive est largement utilisée dans les produits cosmétiques. On la retrouve dans de

nombreuses formulations du savon, crémes ou elle joue un rdle d’inducteur de pénétration.
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IT) Généralités sur Dittrichia Viscosa L

I1.1)Dittrichia Viscosa (L)

Inula viscosa L. Aiton (syn: Dittrichia viscosa.greuter) est une espece de plante vivace de la famille
des Astéracées, réparti dans différentes régions du bassin méditerranéen et qui pousse dans des
environnements rudéraux (bords des routes, bordures des champs...) (Dor et Hershenhorn., 2012).
Elle est connue en Algérie sous le nom de Magramen ou Mersitt (Zeguerrou et al., 2013).

Dittrichia viscosa est une plante pérenne dont 1’ancien nom du genre (Inula) auquel appartenait
I’espece viendrait du grec : Inéo qui signifie : je purge (Allusion a une propriété thérapeutique de la

plante) et viscosa qui veut dire visqueuse, d’ou vient le nom « Aunée visqueuse ». (Gueribis., 2020)

I1.2)Systématique

L’inule visqueuse est classée selon Bock et al., (2015), comme suit :

Régne :Plantae
Embranchement : Spermaphyte
Classe : Dicotylédone

Ordre : Asterales

Famille : Astéracées

Genre :Dittrichia

Espece : Dittrichia viscosa

Noms vernaculaires

Frangais : Inule visqueuse, Aunée visqueuse (Boumaza., 2011).

Anglais : Sticky fleabane (Boumaza., 2011).

Berbére : Amagramane (Baba Aissa., 2000).

Arabe : El Tibek, El Tayoun, El Rassen, El Dabik, Trehla (Boumaza., 2011).

I1.3)Description Botanique de Dittrichiaviscosa

Dittrichiaviscosa est une plante médicinale de la famille des astéracées. C'est une famille importante
des plantes dicotylédones (Zaki et al., 2020), qui est constituée de deux parties : une partie aérienne
(la tige, les feuilles, les fleurs, les fruits) et une partie souterraine (les racines).

Zaki et al., (2020) décrivent Dittrichia viscosa comme étant une plante vivace, herbacée avec une
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racine pivotante, qui pousse jusqu’a 1,50 metre. Ses tiges offrent un feuillage dense, avec 1’age elles
deviennent boisées et sombres a la base. Les feuilles alternes, allongées a lancéolées, et sont insérées
directement sur la tige sans pétioles (figure 3).
Les fleurs de D. viscosa sont regroupées en capitules (figure 4), d’environ 10 a 20mm de diametre. 11
existe deux types de fleurs :
- Des fleurs ligulées a pétale soudées en languettes jaune qui se situent a I’extérieure du
capitule,
- Des fleurs tubulées jaune orange au centre du capitule et la floraison débutent dés le mois
de septembre.
Toute la plante est couverte de poils glanduleux visqueux qui libérent une résine odoriférante et
collante. Les fruits sont des akénes (fruits secs) cylindriques brusquement contractés sous le pappus

avec des poils pappus (Laura et al ., 2019).

Figure 4: Les fleurs de Dittrichia viscosa (Zaki et al., 2020)

11
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I1.4) Répartition geographique

Dittrichia viscosa est une plante vivace repartie dans differentes régions du bassin medeterranéen. Son
aire d’origine comprend les cotés du sud Europe ( France , Espagne ..), le moyen-orient ( Israel ,
Jordanie ) ainsi que I’afrique du nord ( Algerie , Maroc , Egypte..) (figure 5) (Parolin P ez al ., 2014).
Dittrichia viscosa se rencontre dans les lieux propices a la vegétation : bords de chemins, terrains
abandonnees , apprécie les sols sale et les zones humides des prairies et sur les bords des revicres et
des routes, elle affectionne les lieux perturbés par les traveaux ou le passage du feu, et pousse autant

sur les sols argileux que sableux (Zaki et al ., 2020).

B pocsent

Figure 5: Répartition géographique de Dittrichia Viscosa (L) (Benyahia., 2014)

I1.5)Les substances bioactives de Dittrichia viscosa

L'espéce Dittrichia viscosa est riche en composés bioactifs. Des analyses chimiques d'extraits de
différents organes de la plante Dittrichia viscosa ont révélé la présence de plusieurs molécules
bioactives appartenant aux différentes classes de métabolites tels que les sesquiterpenes, les
flavonoides, les terpénoides, et les dérivés d'acides caféiques plus, l'huile essentielle de D. viscosa
riche en métabolites volatils a chalne courte avec des fonctions aldéhydes, alcools et ester. (Laura et
al., 2019). L'analyse HPLC-DAD des extraits méthanoliques des composés phénoliques a révélé que

1. viscosa était une source importante de kaempférol (Ozkan et al., 2019).

Les extraits lipidiques des feuilles de Dittrichia viscosa sont riches en acides gras et en tocophérols.

Les acides linoléniques et linoléiques sont les acides gras essentiels les plus abondants tandis que les

12
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a-tocophérol et o-tocophérol sont les tocophérols les plus dominants (Rhimiet al., 2018).

Des études sont réaliser sur l’espéce Dittrichia viscosa ont révélé la présence des dérivés
monoterpéniques de 3-méthoxy-p-cymen-7-ol (figure 6): 1, 2 et 3 et du thymol 4 de 1'extrait de racine
de Dittrichia viscosa. Les feuilles fraiches de Dittrichia viscosa contiennent de I'eucalyptol 5, ce qui

explique les propriétés antiseptiques attribuées a la plante (Zaki et al., 2020).

ROCO
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Figure 6: Monoterpénes extraits des racines et des feuilles de D. viscosa (Zaki et al., 2020)

L’analyse par GC-MS d’huile essentielle des feuilles d'/nula viscosa (L.), plantée en Algérie lui révele
une composition de , 12-carboxyeudesma-3,11 (13) di¢ne (28,88 %) ; acide linolénique (7,80 %);
acide palmitique (5,38 %) ; le butyl hydroxy toluéne (4,11 %) et le fokiénol (3,37 %), 12-
carboxyeudesma-3,11 (13) diéne (56,81 %) ; acide 2,3-didéhydrocostique (3,25 %); butyl hydroxy
toluene (2,63 %) et pentacosane (2,31 %) (Haoui et al., 2015).

La composition chimique des huiles essentielles de Dittrichia viscosa extraites de différents organes
(fleurs, feuilles et I'ensemble des parties aériennes) ont montré une forte proportion des sesquiterpénes
oxygénés et plus particulierement les (E)-nérolidol (figure 7) qui peut expliquer leur potentiel

antioxydant et antibacterienne (Nawres et al., 2019).

L. L
- -\-“-L_\_\_::J_F__.-'-\-\.\_\_‘_‘ﬂ--___.-' e H__ﬂﬂ_____.&(\_._l___:‘:f-'

(Evneralidal

Figure 7: Structure chimique de (E)-nérolidol (Nawres et al., 2019)
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I1.6) Utilisation therapeutique de la plante Dittrichia viscosa

Les plantes sont considérées comme une source naturelle a partir de laquelle on peut découvrir de
nouvelles molécules biologiquement actives. Les espéces appartenant au genre Dittrichia, dont
D.viscosa, largement utilisées dans la médecine traditionnel grace a leurs nombreuses qualités
biologiques et activités pharmacologiques, comme antipyrétique, anti-inflammatoire, antiasthmatique,

antiviral, antibactérienne et activités antifongiques (Laura et al., 2019).

L’inule visqueuse connue dans le secteur mediteranien pour ces propriétés antiseptiques et son
efficacité contre les inflamations de la peau. La decoction des parties aeriennes de la plante sont
efficaces pour le traitement du diabéte, de I’hypertension , et des maladies renales (Boumaza., 2011).

De nombreuses études ont démontré une gamme ¢élargie des activités biologiques de cette plante, a
savoir D’effet anti-inflammatoire, antiviral, anti tumoral, antiseptique, antibactérien, cicatrisant, et
antifongique. Elle est couramment utilisée pour sa large durabilité de conservation alimentaire. Elle
peut donc étre exploitée dans I’industrie agroalimentaire afin d’accroitre la durée de vie de certains

produits (Gueribis., 2020).

Dittrichia viscosa est largement utilisée comme un traitement pour les plaies par I’application des
feuilles fraiches ou une poudre de feuille sécher, ou de saignement sur des plaies ouvertes, ou les
resultats des bruleures a 1’arrét de ’hemoragie , et sert comme antiseptique et anti-inflamatoire. Aussi
utilisée comme un traitement pour I’hémoroides par 1’utilisation d’une pates préparée a partir des

feuilles broyees et melangéesavec I’huile d’olive et appliquées comme une pommade (Ramli., 2013).
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La premicre partie pratique de notre étude est effectuée au niveau du laboratoire de génie biologique
de I'université de Bejaia. Une deuxiéme partie au sein du groupe CEVITAL dans le laboratoire
d’analyses physico-chimiques des huiles.

L'objectif de cette étude est de permettre la caractérisation physicochimique d’un mélange

Dittrichia viscosa et I’huile d’olive vierge extra.

I.  Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est les feuilles de la plante Dittrichia Viscosa et 1’huile

d’olive vierge extra commerciale de marque AZEMMOUR, récoltée en décembre 2020 (figure 8).

Figure 8: L’huile d’olive utilisée

I.1) Echantillonnage

La plante Dittrichia viscosa a été collectée dans la région Cheurfa commune d’Ouzellaguen
dans la wilaya de Bejaia durant le mois de Juin 2021 (Figure9).Les échantillons de Dittrichia viscosa
récoltés ont été identifiés par le botaniste Mr Bouadam de la Faculté des sciences de la nature et de la
vie de 'université de Bejaia. Les coordonnées et la situation géographique du site de récolte de la

plante Dittrichia viscosa sont notées dans le tableau ci-dessous (Tableau II) et (figure 10).
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Figure 9: La récolte de la plante Dittrichia viscosa

Tableau II : Les coordonnées de lieu de récolte

Wilaya

Bejaia

Région

Cheurfa, Ouzellaguen

Situation géographique

Sud-ouest de Bejaia

Altitude

767m

Coordonnée géographique en DMS

36°32°13’N 4°33°36’E

Climat

Méditerranéen

Figure 10 :Localisation du lieu de récolte avec Google Earth
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1.2) Lavage et Séchage

Les feuilles de Dittrichia viscosa ont été rincées avec de I’eau de robinet, puis séchée a 1’air libre, a
I’abri de la lumiere pendant toute la nuit.

Le ringage a pour but d’éliminer toutes sortes de débris et des éléments étrangers sous les feuilles. Le
séchage a pour but d’abaisser la teneur en eau des feuilles récoltées a afin d'éviter toute réaction

d’altération et la prolifération des microorganismes.

1.3) Broyage

Dans cette étape 25¢g des feuilles de Dittrichia viscosa ont été broyé manuellement a 1’aide d’un

mortier en verre comme montré dans la figure 11.

Figure 11 :Broyage des feuilles de Dittrichia viscosa

1.4) Macération des feuilles de D. viscosa dans I’huile d’olive extra vierge

Le macérat de I’huile d’olive et des feuilles de Dittrichia viscosa est préparé selon la méthode
traditionnelle. On mélange les feuilles broyées avec 150 ml d’huile d’olive vierge extra dans un bocal
en verre fumé pour un temps de contact de 4 jours a I’obscurité et a température ambiante. Une huile

témoin est préparée dans les mémes conditions (Figure 12).

Figure 12 :L’huile t¢émoin et I’huile + D.viscosa
18
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—

Figure 13: Aspect de la macération huile-plante

I.5)La Filtration

Une filtration du macérat a été réalisée afin de récupérer 1’huile.
Principe :
La filtration est un procédé de séparation permettant de séparer les constituants d’un mélange qui

posseédent une phase liquide et une phase solide.

Mode opératoire :

Pour recuperer 1’huile filtrée,deux filtrations ont été éffectués :

e Filtration avec le tissu filtrant :

Dans un recipient en verre, a I’aide d’un tissu filtrant, on verse le macerat sur le tissu et presser pour
recupérer toute 1’huile et extraire un maximum de principe actif de la plante, comme ilustre¢ dans la

figure 14.a. Le résidu de filtration est jeté tandis que le filtrat est refiltré a travers un papier filtre.

e Filtration avec le papier filtre :

Mettre en place I’entonnoire avec du papier filtre dans un erlenmeyer , et versser le filtrat obtenu de la
premiére filtration sur le papier fitre.Laisser I’huile s’ecouler a travers le papier filtre, comme ilustre

dans la figure 14.b.L’huile récupérée (le filtrat) est conservée dans un flacon en verre brun de 200mL.
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Figure 14 :a : filtration avec le tissu filtrant ; b : filtration avec le papier filtre.

II) Extraction des polyphénols
L’extraction est réalisée selon le protocole de Christophoridou et Dais (2009) :

Dans un tube a essais, 8g de I’huile mélangée dans 8g de la solution méthanol/eau (80/20) puis
homogénéis¢ a 1’aide d’un vortex pendant 10minutes (Figure 15). Le mélange est ensuite centrifugé a
3000 rpm pendantl0 min(Figure 16). Une séparation des deux phases est observée apres
centrifugation (Figure 17). La phase méthanolique qui contient les composés phénoliques est
récupérer a I’aide d’une micropipette et transférée dans un tube a essais propre, la phase apolaire subit
une deuxiéme et une troisiéme extraction pour récupérer la phase méthanolique restante. Les extraits

méthanoliquesobtenues, sont séchés a 1’étuve ventilée jusqu’a 1I’obtention d’un poids sec.

Figure 15: Avant (a) et apres (b) homogénéisation du mélange a 1’aide d’un vortex.
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Figure 17 : Séparation des deux phases aprés centrifugation.

IIT) Détermination des indices de qualité

I11.1) Indice d’acide et acidité
- L’indice d’acide : est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium (KOH)
nécessaires pour neutraliser les acides gras libres contenus dans un gramme de matiére

grasse.

- L’acidité : est le pourcentage d’acides gras libres exprimé conventionnellement en acide
oléique. Elle se déduit de I’indice d’acide. Ces deux indicateurs chimiques ont été

déterminés suivant la norme(NE. 1. 2.97, 1988).
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Principe
Le principe consiste en un titrage des acides gras libres par une solution éthanolique d’hydroxyde de
sodium (NaOH), en présence de phénol phtaléine.

RCOOH + NaOH - RCOONa + H,0O
Mode opératoire
Dans un erlenmeyer, 10 g d'échantillon d’huile est dissous dans 75 mL d'éthanol absolu et neutralisée
en présence de 2 a 3 gouttes de phénolphtaléine. Le mélange est chauffé¢ pendant 1 minute. Une
agitation et un titrage avec la solution d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 0,IN est effectué¢ jusqu’a
I’obtention d’un virage de I’indicateur colorée vers le rose. Un essai a blanc (sans huile) est effectué
de la méme facon.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’acide oléique selon 1’équation suivante :

Acidité (%) d’acide oléique = (V-Vy) . (N. 282,5) / (m.10)

V, Vy : Volume en mL de NaOH nécessaire pour neutraliser 1’échantillon et le blanc, respectivement.
N : normalité de la solution de (NaOH) mol/L.
282,5 :masse molaire d’acide oléique en g/mol.

m : masse de la prise d’essai en g.

II1.2)Indice de Peroxyde

L’indice de peroxyde (IP) d’un corps gras est le nombre de milliéquivalents d’oxygene actif contenu
dans un kilogramme de produit (meq d’O; actif /Kg). Ce paramétre nous renseigne sur le degré

d’oxydation des huiles.

Principe

Cette méthode utilise un dosage indirect des molécules de diode (I,) formés par réaction
d’oxydoréduction entre des ions iodures (I') en exces et les hydroperoxydes présents dans I’huile. Le
Irréagira en présence de thiosulfate de sodium (NaS,03;) lors d’une seconde réaction
d’oxydoréduction entrainant la diminution jusqu’a I’extinction de la couleur violet-aubergine en

présence d’empois d’amidon.

2T+2 K™+ LOOH + 2 H>LOH + H,0 + 2 K™+ I(réaction 1)
I, + Na,S,03 22 I'+ 2 Na' +Na,S404(réaction 2)
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Mode opératoire

S5g d'échantillon d’huile sont pesés dans un erlenmeyer de 250mL auquel on ajoute 12mL de
chloroforme et 18 mL d’acide acétique avec 1 mL de la solution saturée d’iodure de potassium (KI).
Le mélange est agité pendant 1min et laissé reposer pendant 1 min a I’abri de la lumiére. Au bout de
ce temps, 75 mL d’eau distillée sont additionnés ainsi que quelques gouttes d’empois d’amidon
(1g/100mL)comme indicateur coloré, suivi d’un titrage de I’iode libéré avec une solution de
thiosulfate de sodium (Na;S,03) (0,01N),en agitant vigoureusement jusqu'a décoloration compléte du
mélange. Un essai a blanc (sans huile) est effectué¢ de la méme fagon.

L’indice de peroxyde est donné par la formule suivante :

IP(meq d’0/kg) =(V-V,) (N.1000) /m

V, Vy : Volume en mL de Na,S,0snécessaire pour le titrage de I’échantillon et de 1’essai a blanc,
respectivement.
N : normalité de Na,S,05.

m : masse en gramme de la prise d’essai.

IV) Dosage des polyphénols

Principe

L’ensemble des composée phénoliques totaux est oxydé par le réactif de Folin. Ce dernier, est
de couleur jaune, constitu¢é par un mélange d’acide phosphotungstique (H3;PW,04) et d’acide
phosphomolybdique (H3;PMo1,040).Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des composés
phénoliques par ce réactif, qui entraine la formation d’un nouveau complexe d’oxydes métalliques de
tungstene et de molybdene de couleur bleu (figure 18) lors de I’oxydation des phénols. L’intensité de
la coloration bleue produite est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans I’extrait. Le

dosage des phénols se fait dans le visible a une longueur d’onde de 760nm.

Mode opératoire

L’estimation de la teneur en composés phénoliques est réalisée selon la méthode au Folin utilisée par
(Diabate et al., 2009).Une quantité de 300 uL d’extrait méthanolique est introduite dans des tubes a
essais, mélangée avec 1700 puL. de méthanol/eau pour avoir un volume total de 2mL. SmL d’eau
distillé et 0,5 mL du réactif de Folin sont ajoutée. Aprés 3 min d’incubation, 4 mL de la solution de
carbonate de sodium a 10% sont additionnés au milieu réactionnel. Ajustement du volume jusqu’a 20

mL en ajoutant 8.5 mL d’eau distillée. Aprés 90 minutes d'incubation a la température ambiante et a
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I’abri de la lumiére, la lecture de I'absorbance est mesurée a 760nm a I’aide d’un spectrophotométre.
Pour chaque essai un témoin (sans extrait méthanolique) est préparé de la méme fagon.

La concentration des polyphénols totaux a été calculée a partir de 1’équation de régression de la
courbe d’étalonnage de 1’acide gallique. Celle-ci est exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique par

milligramme d’extrait (mg EAG/g d’extrait).

Figure 18 : La couleur du mélange apres incubation.

V)  Activité antiradicalaire contre le radical DPPH

Principe

L’activité antiradicalaire des extraits est déterminée par une méthode basée sur la réduction du
radical DPPH (diphénylpicrylhydrazyl), suite & un transfert d’hydrogéne qui provient des différents
antioxydants qui se trouvent dans le milieu réactionnel. Le piégeage des radicaux libres de DPPH
provoque un changement de couleur de la solution initiale du violet foncé au jaune suite a la réduction
du DPPH en DPPH-H (diphénylpicrylhydrazine) qui est mesurée par un spectrophotometre a 515 nm.

Ci-dessous, la figure représentant la réduction du radical libre DPPH.
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Figure 19 : Réaction de réduction du DPPH®

Mode opératoire

L’effet des extraits méthanoliques des différents échantillons d’huile d'olive sur le radical DPPH est
mesur¢, en utilisant le protocole décrit par Brand-Williams et al. (1995).

La solution DPPH est préparée par dissolution d’environ 0,003g de DPPH dans 100mL de méthanol
pur, dans un erlenmeyer (Figure 20). Agitation manuelle jusqu’a dissolution totale du DPPH et
I’obtention de la couleur violette. Mesurer son absorbance avec un spectrophotométre a 515
nm(Figure 21).Sa valeur doit étre comprise dans I’intervalle [0.7-0.8]. L’absorbance de la solution de
DPPH qui est I’absorbance de contrdle A, est notée.

200uL de I’extrait méthanolique (dans notre cas, une série de dilutions a été effectuée allant de SpL
jusqu’a 50uL d’extrait) additionner de 3mL de la solution DPPH. L’absorbance est mesurée a515 nm
apres 30min d’incubation a [’obscurité. Cette expérience est répétée deux fois pour les mémes
concentrations et les mémes échantillons. Les ICsg ont été déterminées pour chaque extrait, et définies
comme étant la concentration du substrat qui entraine la perte de 50 % de 1’activit¢ du DPPH.

L’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage (I %) est calculée avec la relation suivante :

% d’inhibition du DPPH = (A, - A./ A.). 100

A, : Absorbance du controle.

A. : Absorbance de I’échantillon.

25



Chapitre 11 Matériel et méthodes

Figure 20 :Réactif de DPPH.

Figure 21: Mesure d’absorbance de la
solution DPPH.

VI) Modélisation statistique par les plans d’expériences de Dactivité

antiradicalaire contre le radical DPPH

Apres fixation a différents niveaux (tableau III) les facteurs pouvant influencer D’activité
antiradicalaire contre le radical DPPH, une modélisation de la concentration de 1’extrait inhibant 50%
du radical DPPH est réalisée par le biais dun plan composite centré¢ afin d'évaluer les effets
d'interactions de ces facteurs et déterminer leurs optimums. Onze échantillons ont été préparés avec
variation des facteurs opératoires a savoir la masse des feuilles de Dittrichia viscosa et le temps de
macération de celle-ci dans I’huile d’olive vierge. La matrice d'expériences pour deux facteurs

(k=2),(N= N¢+ No+Ng= 4+3+ 2(2) = 11) est représentée dans le tableau IV.

Tableau III : Valeurs extrémes des parametres opératoires étudiés.

Niveau des facteurs -1,.41 -1 0 1 +1,41
Temps (jrs) 1 2 4 6 7
Masse (g) 5 11 25 39 45

Note :X; : Temps (jour) ,X; : Masse (g).
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Tableau IV : Matrice des expériences du plan composite centré pour deux facteurs

Expériences t (jour) m (g) Xi X,
1 2 11 -1 -1
2 6 11 +1 -1
3 2 39 -1 +1
4 6 39 +1 +1
5 4 25 0 0
6 4 25 0 0
7 4 25 0 0
8 1 25 -1,41 0
9 7 25 +1,41 0
10 4 5 0 -1,41
11 4 45 0 +1,41

VII) Etude statistique

Pour chaque test, trois essais ont été réalisés. L’étude statistique consiste en une analyse de la variance

(ANOVA) suivie du test de « Newman-Keuls » a 'aide du logiciel STATISTICA 5.5 Fr. Le degré de

signification des données est estimé a la probabilité p<0,05.

Les coefficients de corrélation sont obtenus par 1’analyse de régression linéaire a travers le coefficient

de Pearson a la probabilité p<0,05.

L’analyse de la composante principale (ACP) ainsi que la classification ascendante hiérarchique

(CAH) sont réalisées avec le logiciel R (R Core Team (2016)).
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D Indices de qualité de I’huile d’olive
I.1) Acidité

L’acidité est un critére de base pour la classification d’une huile d’olive. C’est un indicateur
qui permet d’évaluer I’altération de la matiére grasse, consécutive a des mauvais traitements
ou une mauvaise conservation (Jihad ez al., 2016). Les résultats en pourcentage d’acidité sont
exprimés dans 1’histogramme ci-dessous (figure 22).

Des différences significatives sont détectées entre les deux échantillons. L’acidité de 1’huile
témoin est de 0,34 %.Cette valeur correspond a la norme impliquée par le COI (2019) pour
une huile d’olive vierge extra. L’huile mélangée avec les feuilles de Dittrichia viscosa a une
acidité égale a 1,5 %.Cette valeur est plus élevée par rapport a I’huile témoin. Ce résultat nous
indique que la présence des feuilles de Dittrichia viscosa influe négativement sur la qualité de

I’huile d’olive. Elle entraine 1’oxydation de cette derniére et contribuent a son altération.
16 b

14

1,2
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Acidité
%

0,6

0,4
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Huile témoin Huile + feuilles de Dittrichia
viscosa

Figure 22 :Histogramme des résultats de I’aciditédes échantillons d’huile témoin et huile

mélangée avec les feuilles de Dittrichia viscosa

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

BendiDjelloul e al,(2020) ont rapporté que I’acidité difféere d’une huile a une autre selon sa
variété et son origine. L’acidité de I’huile témoin est moins importante que les huiles étudiées

par Boulfane et al, (2015). Nos résultats sont similaires a ceux rapportés par Laribi et al,
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(2011) sur les huiles d’olive algériennes qui ont noté une acidité inférieure a 0.8%.
L’augmentation de 1’acidité de 1’huile macérée avec les Fruits et Feuilles de Laurus nobilis
est observée par Chaaben et al,(2015). Cette augmentation est expliquée par la teneur d’eau
contenue dans les feuilles fraiches de la plante utilisée en macération. La présence d’eau
engendre I’auto-oxydation de I’huile. L’oxygene se fixe sur les acides gras et entraine
I’oxydation de I’huile. Ceci nous laisse suggérer que la macération des feuilles seches a la

place des feuilles fraiches de Dittrichia viscosa est plus souhaitable.

1.2) Indice de peroxyde

Ce parametre nous renseigne sur 1’oxydation de I’huile d’olive induisant a la formation de
peroxydes qui sont des intermédiaires de la réaction d’auto-oxydation, la détermination de
I’indice de peroxyde est approuvée pour évaluer 1’entité d’oxydation primaire de I’huile selon
les normes de régulation européenne (Montesano et al., 2019).

Les résultats obtenus pour la teneur en peroxyde sont représentés dans I’histogramme ci-
dessous (figure 23). Les résultats sont exprimés en milliéquivalent d’oxygene actif par

kilogramme d’huile (méq O actif / kg d’huile olive).
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Figure 23 : Histogramme des résultats de 1’indice de peroxyde des échantillons d’huile
d’olive témoin et huile d’olive mélangée avec les feuilles de Dittrichia viscosa.

Les deux échantillons présentent des indices de peroxyde (IP) de 8 et 20 méqd’Oy/kg
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(figure23) pour I'huile témoin et celle mélangés avec les feuilles de Dittrichia viscosa
respectivement. Ces valeurs ne dépassent pas la norme établie par le COI 2019 pour une huile
d’olive vierge extra (< 20 méqO,/kg d’huile olive). Les valeurs d’indice de peroxyde des deux
¢échantillons sont significativement différentes, on constate que la valeur d’IP de I’huile
mélangée avec les feuilles de Dittrichia viscosa est nettement supérieure a celle de 1’huile

seule.

Ces résultats nous indiquent que les feuilles de Dittrichia viscosa augmentent I’IP de 1’huile
d’olive. Ammar et al., (2017), ont rapporté des valeurs similaires pour des huiles d’olive
macérées avec des fleurs d'Opuntia ficus-indica. Par contre Salvador et al, (2003) ont
rapporté des valeurs bien plus inferieures (7,8 et 12,9 méq Oy/kg d’huile d’olive) pour des

variétés d’huiles d’olive d’Espagne.

L’ajout des feuilles de Dittrichia viscosa dans I’huile d’olive semble induire une légere
augmentation de la formation de peroxydes. Ce qui n’est pas le cas de I’huile seule. D’apres
Conde and Philcox., (2008), les radicaux libres d’oxygéne attaquent les doubles liaisons
d’acides gras insaturés pour former des peroxydes lipidiques ce qui explique le résultat obtenu

pour ’huile mélangé avec la plante.

IT) Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols sont les principaux composés responsables de la stabilité de 1’huile d’olive
pendant le stockage. Ils sont capables de réduire les especes réactives de 'oxygene et divers
substrats organiques et minéraux (Paola et al., 2019).

Les résultatsde la teneur en polyphénols totaux des échantillons d’huile témoin et huile
mélangée avec les feuilles de Dittrichia viscosa sont représentés dans I’histogramme ci-

dessous (figure 24). Ils sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique/kg d’huile d’olive.

31



Chapitre 111 Résultats et discussions

250
b
2 200 1
©
=R
Ll =* Ty
£ 2
=5 150
2 &
= 5
=
@ E 100
- o
E Sk
2 S a
[=+]
— 50
0 T T |
Huile témoin Huile + feuilles de Dittrichia
viscosa

Figure 24: Histogramme de la teneur en polyphénols totaux des échantillons d’huile

témoin et huile mélangée avec les feuilles de Dittrichia viscosa.

La teneur en polyphénols totaux pour les échantillons de I’huile témoin et huile mélangée
avec les feuilles de Dittrichia viscosa est de 39,71 et 204,08 mg EAG/kg respectivement. Une
différence significative est observée pour les deux échantillons. La macération des feuilles de

Dittrichia viscosa dans I’huile d’olive fait augmenter la teneur en composée phénoliques.

Nos valeurs sont inferieurs a celles rapportées par Chahmi et al., (2015) dans leur étude sur
les activités antioxydantes et teneur totale en phénol d’extraits d' /nula viscosa sélectionnés
dans trois régions du Maroc qui varient de 140 a 274 mg EAG/g d'extrait sec. Ces résultats

nous indiquent que Dittrichia viscosa est riche en polyphénols.

L’augmentation de la teneur en polyphénols est due a I’ajout des feuilles de Dittrichia viscosa
dans I’huile d’olive. Les polyphénols contenus dans les feuilles de Dittrichia viscosa sont
transférés vers I’huile. Nos résultats sont en accord avec ceux de Debib ef al., (2018) qui ont
supposé une diffusion des polyphénols de la figue séche vers les huiles d’olive apres
macération au bout de 60 jours de contact. Ceci nous laisse suggérer que la macération des

feuilles de Dittrichia viscosa avec 1’huile d’olive enrichit cette derniére en polyphénols.
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I1I) Evaluation de I’activité antioxydante des différents extraits d’huiles

L’¢évaluation de [Dactivité antioxydante de I’huile d’olive extra vierge et 1’huile
mélangée avec les feuilles de Dittrichia viscosa a été réalisée en utilisant le test de piégeage
du radical libre DPPH. Le radical DPPH est largement utilisé pour évaluer la capacité des
composés antioxydants d’agir en tant que piégeurs des radicaux libres ou donateurs
d’hydrogene (Molyneux, 2004).

Les résultats des activités antioxydants des échantillons sont représentés dans
I’histogramme ci-dessous (figure 25). Ils sont exprimés par la valeur ICsyp(la capacité de
piéger les radicaux libres qui représente la concentration nécessaire pour piéger 50% du

radicale libre DPPH).
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Figure25 : Histogramme des activités antioxydantes des échantillons d’huile témoin et

d’huile mélangée avec les feuilles de Dittrichia viscosa.

* les échantillons portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05),

D’aprés, les valeurs ICsy qui sont respectivement de 6,2 et 0,75 mg/mL pour les extraits
d’huile témoin et d’huile mélangée avec les feuilles de Dittrichia viscosa (figure 25).0On
constate que l'activité antiradicalaire différe significativement entre les deux échantillons
d’huiles. L’activité manifestée par I’huile témoin est plus faible que celle de I’huile macérée
avec les feuilles de Dittrichia viscosa.

Ces résultats montrent que 1’extrait méthanolique de I’huile issue de la macération inhibe 50%

du radical libre DPPH a une ICs trés faible, c’est a dire qu’il présente un pouvoir de piégeage
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du radical DPPH et une activité¢ antioxydante €levés (relation inversement proportionnelle).
Cet échantillon se caractérise par une teneur élevée en polyphénols totaux (204,08 mg
EAG/kg). Les résultats obtenus indiquent une relation entre ’activité antioxydante de 1’huile

mélangée avec les feuilles de Dittrichia viscosa et sa teneur en composés phénoliques.

Ces résultats concordent avec ceux de Ozkan et al., (2019)qui ont démontré que la plante 1
viscosa a une forte activité antioxydante (20.4 pg/ mL), et peut étre utilisée comme source
disponible de supplément antioxydant naturel. Par contre, Gharred et al., (2019), ont
rapporté que la valeur de I’activité antioxydante des huiles essentielles extraites des feuilles de
Dittrichia viscosa est de 9,75 mg/mL dans leur étude sur la composition chimique, activités
antibactériennes et antioxydantes des huiles essentielles de fleurs, feuilles et parties aériennes

de Dittrichia viscosa tunisienne.

Par ailleurs, nos résultats sont supérieurs a ceux rapportés par Gokbulut et al., (2013) dans
leur travail sur les activités antioxydantes, antimicrobiennes et composés phénoliques
d'especes d'Inula récoltées en Turquie (0,42 mg/mL pour I’extrait méthanolique des feuilles

d’Inula viscosa).

IV) Modélisation et optimisation de I’activité antiradicalaire contre le

radical DPPH

Dans notre présente étude, il a été décidé d’utiliser un plan d’expériences afin de modéliser et
optimiser D’activité antiradicalaire contre le radical DPPH par les feuilles de la plante

Dittrichia viscosa. A cet effet, un plan composite centré (CCD) a été élaboré.

Deux facteurs opératoires sont choisis, a savoir le temps de macération (X) et la masse des
feuilles (X), afin d'étudier leurs influences sur 1’activité antiradicalaire contre le radical
DPPH. Les résultats obtenus de ce plan sont regroupés dans la matrice des expériences
présentée dans le tableau V. Ce plan est composé de quatre essais du plan factoriel (essai 1 a
4) et de trois essais réalisés au centre du domaine (essai 5 a 7) et enfin de quatre essais du plan

en étoile (essai 8 a 11).
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Tableau V: Résultats du plan composite centré pour deux facteurs (k = 2)

Expériences | t (jours) | m (g) Xi X, y(mg/mL) | ICs¢¥(mg/mL)
1 2 11 -1 -1 0,5486 0,6468
2 6 11 +1 -1 1,2061 1,4780
3 2 39 -1 +1 2,6722 1,8808
4 6 39 +1 +1 0,8616 0,2440
5 4 25 0 0 0,8590 0,7509
6 4 25 0 0 0,7523 0,7509
7 4 25 0 0 0,6456 0,7509
8 1 25 -1,41 0 0,8982 1,0349
9 7 25 +1,41 0 0,5768 0,4670
10 4 5 0 -1,41 1,3752 1,3702
11 4 45 0 +1,41 1,0092 1,3702

Note :X; : Temps (jours), X, : Masse (g).

La moyenne des 11 réponses expérimentales: Ymoy= 1,0368mg/mL

Le nombre (ng) d'expériences au centre du domaine expérimental (la masse de feuilles est de

25 g et un temps de macération de 4 jours) est de 3 essais.

Les concentrations inhibitrices médianes obtenues sont rassemblées dans le tableau suivant :

Tableau VI: Concentrations inhibitrices médianes au centre du domaine d’étude

ny Yo(mg/ mL)
1 0,8590

2 0,7523

3 0,6456

La moyenne des concentrations inhibitrices médianes pour les trois essais au centre du

domaine :  y,=0,7523 (mg/mL).
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IV.1) Calcul des coefficients du modele

Le calcul des coefficients de I’équation de régression s’obtient a partir du produit suivant :

B=X".X]1.[XI"Y

Les résultats de ce calcul sont rassemblés dans le tableau ci-apres :

Tableau VII : Valeurs des coefficients du modele

Terme constant Effets linéaires Effets d’interactions et quadratiques
bo b] b2 b12 b11 b22
0,7509 -0,2013 0,1583 -0,6170 0,0827 0,3114

IV.2) Analyse statistique de I’équation de régression

a. Vérification de la signification des coefficients par le test de Student

Le test de Student permet de déterminer si parmi les coefficients du mode¢le, il existe des
coefficients non significatifs, lesquels seront éliminés de I’équation de régression car leur
influence sur la concentration inhibitrice médiane est négligeable.

Ce test consiste a déterminer :

= La variance de reproductibilité qui est estimée par celle calculée au centre du domaine

Ny

(Yio = %0)
Z Yio = Yo
A . 2 _ =l
expérimental : Spp =——1—
n,—1
yio : Valeur des concentrations inhibitrices médianes des essais au centre ;

yo: Moyenne des essais au centre;

ny : Nombre d’essais au centre ;

Ainsi on aura : S’rep =0,0113
= Pour identifier les coefficients non significatifs par le test de Student, on détermine les

valeurs de t; pour chaque coefficient avec :

S
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* En ce qui concerne la variance des coefficients du modéle de second degré, on
multiplie les éléments C;; de la diagonale de la matrice de dispersion avec la variance

de reproductibilit¢ comme suit (tableau VIII) :

2 2

Tableau VIII : Valeurs de t; calculées de chaque coefficient

Terme constant Effets linéaires Effets d’interactions et quadratiques
t() t1 tz t12 t11 t22
12,1921 5,3308 4,1919 11,5670 1,8366 6,9104

En utilisant la table de Student relative & un test bilatéral (Annexe 2), on détermine
la valeur de t, (f) pour le niveau de signification o = 0,05 et le nombre de degrés de liberté. f =
no-1 qui est égale a 2, soit tg9s (2) = 4,3 , d'apres les résultats du tableau précédent, on
remarque que la valeur de t; et t;;, sont inférieures a la valeur tabulée du test de Student (4,3),
déduisant ainsi que les coefficients correspondants (by) et (bi;) ne sont pas significatifs donc

ils seront éliminés de 1'équation de régression.

b. Tests de validation de I’équation de régression

= Recherche du biais

Avant de valider le mod¢ele postulé, nous devons vérifier 1’absence du biais. Pour cela, on
calcule la variance résiduelle qu’on va comparer a la variance de reproductibilité par le test de

Fisher Snedecor (Ozil et al., 1997). F est donné par le rapport :

2

Srés
F = 2
Srep
S 2
z (Yi - 91)
Avec : Sk =1 ———
N-/¢

La valeur calculée de la variance résiduelle pour N=11 et /=4 est : 82res =0,1821
Ce qui conduit 2 F=16,0040
La valeur tabulée du test de Fisher pour le niveau de signification o= 0,05 et les nombres de

degrés de liberté (N-/) =17 et (no-1) = 2 est égale a 19,4 (Annexe3).
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Cette valeur étant supérieure a la valeur calculée, le modé¢le est alors considéré sans biais.

= Test de signification de la régression

La valeur calculée du test de Fisher est égale a : F = 4,5380, alors que la valeur tabulée pour le
niveau de signification a= 0,05 et les nombres de degrés de liberté (£ -1)=3 et (N-£)=7
est égale a 4,35. La valeur de F calculée étant supérieure a celle tabulée (Annexe 3) 1I’équation
de régression est adéquate et le modele est valide a 95%. L’équation retenue pour le modele

s’écrit donc:

$ =0,7509- 0,2013 X;- 0,6170 X; X, + 0,3114934 X,> .......... 1)

D’aprés le modele obtenu (équation 1) par 1’application d’un plan composite centré,
nous remarquons que le seul facteur a effet linéaire est le temps de macération (X;), ce dernier
exerce une influence négative sur la réponse (b; = - 0,2013). Le signe négatif signifie qu’en
augmentant le temps de macération de la valeur minimale (1 jours) a la valeur maximale (7
jours), la concentration inhibitrice médiane diminue dans I’huile. Donc la concentration
inhibitrice médiane est importante quand le temps de macération est faible. Concernant le
facteur masse (X3), son influence seule n’est pas significative d’apres le test de Student (b=
0,1583), par contre il influence sur la réponse en interaction avec le temps, donc il dépend de

la valeur du temps (b;>=- 0,6170).

IV.3) Diagramme des résidus

Les variations des résidus (la différence entre la valeur de la concentration inhibitrice
médiane expérimentale est prédite par le modele) en fonction des valeurs prédites de la

réponse est présentée dans la figure 26.
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Figure 26 : Diagramme des résidus

Le diagramme des résidus ci-dessus (figure 26) ne laisse apparaitre aucune relation entre les
valeurs prédites et les résidus, car les points semblent étre disposés aléatoirement. Ce résultat
traduit 1’absence d’informations dans les résidus et que tout est expliqué par le modéle de
régression obtenu. En conclusion, le modele obtenu explique bien les résultats expérimentaux.

Les tests de validation le confirment (les tests statistiques et I’analyse des résidus).

IV.4) Optimisation de I’activité antiradicalaire contre le radical DPPH

L’¢étape de I’optimisation permet de déterminer les valeurs optimales des deux facteurs
opératoires étudiés a savoir le temps et la masse des feuilles de la plante étudiée. A cet effet,
les courbes de surface de réponses (figure 27) et des isoréponses (figure 28) sont tracées en
fonction des variables naturelles a I’aide du logiciel Minitab 16.0, afin de localiser la région
du domaine d’étude ou I’optimum apparait, ainsi que toutes les conditions opératoires menant
a ce dernier. La figure 28 montre que I’optimum de 1Cs((<0,5) se trouve dans deux zones de
la courbe isoréponse.

Afin de déterminer les optimums des deux paramétres opératoires, le logiciel Minitab 16.0
nous a permis également de tracer le diagramme de désirabilité (figure 29). Ce diagramme

montre les valeurs optimales en variables naturelles : pour le temps (t = 6.828 jours) et la
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masse (m= 41.199 g), nous permettent d’obtenir une concentration inhibitrice médiane
optimale prédite de 0,225mg/mL. Cet optimum figure bien également sur la figure 28dans la
zone bleu foncé.

Sur la méme figure un optimum en IC50 de 0,369mg/mL peut étre également atteint pour un

temps plus réduit de moins de deux jours (1,175 jours) et une masse faible de 5.79 g.

Pour des raisons économiques et écologiques, ’optimum ayant une masse et un temps de
macération plus faibles : 5.79 g et 1,175 jours respectivement, est meilleur et plus souhaitable

pour cette étude.

Surface Plot of IC50 vs masse; temps

Icso

temps

Figure 27 : Courbe de surface de réponses
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Contour Plot of IC50 vs masse; temps

1C50
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]
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Figure 28 : Courbe isoréponse ou surface de niveaux
; temps masse
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Figure 29 : Diagramme de désirabilité.
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Conclusion

Conclusion

La phytothérapie traditionnelle est une source de remede par 1’usage des plantes
médicinales qui sont une source fiable des substances et composés naturels bioactifs connues
par leurs propriétés thérapeutiques. Le présent travail a pour objectif la caractérisation
physicochimique du mélange Dittrichia viscosa et huile d’olive vierge extra.

L’¢évaluation des indices de qualité des différents échantillons d’huiles d’olive qui se
composent de : I’acidité et I’indice de peroxyde révelent des valeurs qui sont dans les normes
impliquée par le (COI, 2019) pour une huile d’olive vierge extra.

Le dosage des extraits phénoliques de I’huile témoin et huile mélangée avec les feuilles
de Dittrichia viscosa a permis de quantifier les polyphénols totaux et d’estimer leurs teneurs.
L’huile mélangée avec les feuilles de Dittrichia viscosa a une teneur €élevée en polyphénols
totaux par rapport huile témoin avec une valeur de 204,08 mg EAG/kg et 39,71 mg EAG/kg
respectivement. Des différences significatives sont détectées entre les deux échantillons.
L’augmentation de la teneur en polyphénols pour 1’échantillon de I’huile mélangée avec les
feuilles de Dittrichia viscosa par rapport a ’huile témoin permis d’explorer la richesse des
feuilles de Dittrichia viscosa en polyphénols totaux et 1’enrichissement de I’huile en
polyphénols.

L’activité antioxydante des extraits de I’huile témoin et huile mélangée avec les feuilles
de Dittrichia viscosa a été étudiée par le test de DPPH qui a révélé que I’extrait méthanolique
de I’huile issue de la macération posséde un effet scavenger élevé sur le radical DPPH avec
un ICsp de 0,75 mg/mL par rapport a I’huile témoin avec un ICsode 6,2mg/mL. Ces résultats
sont cohérents avec ceux du dosage des polyphénols qui indique une corrélation entre
I’activité antioxydant de I’huile mélangée avec les feuilles de Dittrichia viscosa et sa teneur
en composé phénolique.

Une modélisation statistique a été entreprise par le biais d’un plan composite centré en
vue de déterminer I’effet des deux parameétres opératoires pouvant influencer I’activité
antiradicalaire contre le radicale DPPH par les feuilles de Dittrichia viscosa, nous avons
trouvé que le seul facteur a effet linéaire est le temps de macération (X;), ce dernier exerce
une influence négative sur la réponse (b;=-0,2013). Selon le tracé des courbes isoréponse, il
nous a ¢té possible de délimiter deux zones ou l'optimum de la réponse (I’activité
antiradicalaire contre le radicale DPPH par les feuilles de Dittrichia viscosa) se situe dans la

zone bleu foncé avec un ICsy de 0,225 mg/mL pour un temps de 6,828 jours et une masse de
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Conclusion

41,1999 g et un ICsode 0,369 mg/mL peut étre également atteint pour un temps pus réduit de
1,175 jours et une masse de 5 ,79g.

Afin d’¢largir cette étude, un certain nombre de point mériteraient un
approfondissement, des recherches souhaitables sur les principes actifs de la plante étudiée
tels qu’un dosage des pigments, et une identification par HPLC des différents polyphénols,
tester d’autres méthodes d’extraction avec d’autre solvant, autrement d’autres activités sont a

envisager en ce qui concerne 1’activité antimicrobienne et anti-inflammatoire.
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Annexe 1: Principaux composés phénoliques de I’huile d’olive (Ollivier 2004).
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Annexe 2 : Table de Student (Goupy ; 1999 et Ozil ; 1997)

Unilatéral 0.01 0.05 0.025 0.01 0.005
Bilatéral 0.20 0.10 0.05 0.02 0.01
1 3,08 6,31 12,7 31,8 63,7
2 1,89 2,92 4,30 6,97 9,92
3 1,64 2,35 3,18 4,54 5,84
4 1,53 2,13 2,78 3,75 4,60
5 1.48 2,02 2,57 3,37 4,03
6 1,44 1,94 2,45 3,14 3,71
7 1,42 1,90 2,37 3,00 3,50
8 1,40 1,86 2,31 2,90 3,36
9 1,38 1,83 2,26 2,82 3,25
10 1,37 1,81 2,23 2,76 3,17
11 1,36 1,80 2,20 2,72 3,10
12 1,36 1,78 2,18 2,68 3,06
13 1,35 1,77 2,16 2,65 3,01
14 1,35 1,76 2,15 2,62 2,98
15 1,34 1,75 2,13 2,60 2,95
16 1,34 1,75 2,12 2,58 2,92
17 1,33 1,74 2,11 2,57 2,90
18 1,33 1,73 2,10 2,55 2,88
19 1,33 1,73 2,09 2,54 2,86
20 1,33 1,73 2,09 2,53 2,85
21 1,32 1,72 2,08 2,52 2,83
22 1,32 1,72 2,07 2,51 2,82
23 1,32 1,71 2,07 2,50 2,81
24 1,32 1,71 2,06 2,49 2,80
25 1,32 1,71 2,06 2,49 2,79
26 1,32 1,71 2,06 2,48 2,78
27 1,31 1,70 2,05 2,47 2,77
28 1,31 1,70 2,05 2,47 2,76
29 1,31 1,70 2,05 2,46 2,76
30 1,31 1,70 2,04 2,46 2,75
40 1,30 1,68 2,02 2,42 2,70
o0 1,28 1,65 1,96 2,33 2,58
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Annexe 3 : Table de Fisher (Goupy ; 1999 et Ozil ; 1997)

Valeurs des 9

F0.95pourladistribution F

5 niémes

centiles (niveaux 0.05)

Vi— -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 15 20 24 30
Val

1| 161 | 200 | 216 | 225 | 230 | 234 | 237 | 239 | 241 | 242 | 244 | 246 | 248 | 249 | 250 | 254

2| 185 | 19.0 | 19.2 | 19.2 | 193 | 193 | 194 | 194 | 194 | 194 | 194 | 194 | 194 | 195 | 19.4 | 195

3| 10.1| 955|928 | 9.12 | 9.01 | 894 | 889 | 8.85 | 881 | 8.79 | 8.74 8.7 | 8.66 | 8.64 | 862 | 8.53
4| 771 | 694 | 659 | 6.39 | 6.26 | 6.16 | 6.09 | 6.04 6.0 | 596 | 591 | 586 | 5.80 | 5.77 | 5.75 | 5.63
5| 661|579 | 541 | 519 | 5.05 | 495 | 488 | 482 | 477 | 474 | 468 | 4.62 | 456 | 4.53 | 4.50 | 4.37
6| 599 | 514 | 476 | 453 | 439 | 4.28 | 421 | 415 | 410 | 4.06 | 4.00 | 394 | 3.87 | 3.84 | 3.81 | 3.67

7| 559 | 474 | 435 | 412 | 397 | 3.87 | 3.79 | 3.73 | 3.68 | 3.64 | 3.57 | 3.51 | 3.44 | 3.41 | 3.38 | 3.23
8| 532 | 446 | 407 | 384 | 3.69 | 3.58 | 3.50 | 3.44 | 3.39 | 3.35 | 3.28 | 3.22 | 3.15 | 3.12 | 3.08 | 2.93
9| 512 | 426 | 3.86 | 3.63 | 3.48 | 3.37 | 3.29 | 3.23 | 3.18 | 3.14 | 3.07 | 3.01 | 294 | 290 | 2.86 | 2.71
10 | 496 | 410 | 3.71 | 3.48 | 3.33 | 3.22 | 3.14 | 3.07 | 3.02 | 298 | 291 | 285 | 2.77 | 2.74 | 2.70 | 2.54
11| 484 | 398 | 3.59 | 3.36 | 3.20 | 3.09 | 3.01 | 295 | 290 | 285 | 2.79 | 2.72 | 2.65 | 2.61 | 2.57 | 2.40
12 | 475 | 3.89 | 349 | 3.26 | 3.11 | 3.00 | 291 | 2.85 28 | 275 | 2.69 | 2.62 | 254 | 2.51 | 247 | 2.30
13 | 467 | 3.81 | 341 | 3.18 | 3.03 | 292 | 283 | 277 | 271 | 2.67 | 2.60 | 2.53 | 2.46 | 2.42 | 2.38 | 2.21
14 | 4.60 | 3.74 | 3.34 | 3.11 | 296 | 2.85 | 2.76 2.7 | 265 | 2.60 | 253 | 246 | 2.39 | 235 | 2.31 | 2.13
15| 454 | 3.68 | 3.29 | 3.06 | 290 | 2.79 | 2.71 | 2.64 | 259 | 254 | 248 | 240 | 233 | 2.29 | 2.25 | 2.07
16 | 449 | 3.63 | 3.24 | 3.01 | 2.85 | 2.74 | 2.66 | 2.59 | 254 | 249 | 242 | 235 | 228 | 2.24 | 2.19 | 2.01
17 | 445 | 359 | 3.20 | 296 | 281 | 2.70 | 2.61 | 255 | 249 | 245 | 238 | 2.31 | 223 | 219 | 215 | 196
18 | 441 | 3.55 | 3.16 | 293 | 2.77 | 2.66 | 258 | 2.51 | 246 | 241 | 234 | 227 | 219 | 2.15 | 2.11 | 1.92
19 | 438 | 3.52 | 3.13 | 290 | 2.74 | 2.63 | 254 | 284 | 242 | 238 | 2.31 | 223 | 216 | 2.11 | 2.07 | 1.88
20| 435 | 349 | 3.10 | 287 | 2.71 | 2.60 | 2.51 | 245 | 239 | 235 | 2.28 | 2.20 | 2.12 | 2.08 | 2.04 | 1.84
21| 432 | 347 | 3.07 | 284 | 2.68 | 257 | 249 | 242 | 237 | 232 | 2.25 | 218 | 2.10 | 2.05 | 2.01 | 1.81
22| 430 | 3.44 | 3.05| 282 | 2.66 | 255 | 246 | 240 | 2.34 | 230 | 2.23 | 2.15 | 2.07 | 2.03 | 1.98 | 1.78
23| 428 | 342 | 3.03 | 280 | 2.64 | 253 | 244 | 237 | 232 | 227 | 220 | 213 | 2.05 | 2.01 | 1.96 | 1.76
24 | 426 | 340 | 3.01 | 278 | 2.62 | 251 | 242 | 236 | 230 | 225 | 218 | 2.11 | 2.03 | 1.98 | 1.94 | 1.73
25| 424 | 339 | 299 | 276 | 2.60 | 2.49 | 2.40 | 2.34 | 2.28 | 2.24 | 2.16 | 2.09 | 2.01 | 1.96 | 1.92 | 1.71
26 | 423 | 337 | 298 | 2.74 | 259 | 247 | 239 | 232 | 227 | 222 | 215 | 2.07 | 1.99 | 1.95 1.9 | 1.69
27 | 421 | 335 | 296 | 2.73 | 257 | 246 | 2.37 | 231 | 2.25 22| 213 | 206 | 1.97 | 193 | 1.88 | 1.67
28| 420 | 3.34 | 295 | 2.71 | 256 | 245 | 236 | 229 | 224 | 219 | 212 | 2.04 | 196 | 191 | 1.87 | 1.65
29| 418 | 333 | 293 | 2.70 | 255 | 243 | 235 | 2.28 | 222 | 218 | 210 | 2.03 | 1.94 | 190 | 1.85 | 1.64
30| 417 | 3.32 | 292 | 2.69 | 253 | 242 | 233 | 227 | 221 | 216 | 2.09 | 2.01 | 1.93 | 1.89 | 1.84 | 1.62
40 | 4.08 | 3.23 | 284 | 2.61 | 245 | 234 | 225 | 218 | 212 | 2.08 | 2.00 | 192 | 1.84 | 1.79 | 1.74 | 1.51
60 | 400 | 3.15 | 2.76 | 253 | 237 | 225 | 217 | 210 | 2.04 | 199 | 192 | 1.84 | 1.75 | 1.70 | 1.65 | 1.39
120 | 392 | 3.07 | 2.68 | 245 | 229 | 218 | 2.09 | 2.02 | 196 | 191 | 1.83 | 1.75 | 1.66 | 1.61 | 1.55 | 1.25
1) 3.84 | 3.00 | 260 | 237 | 221 | 210 | 2.01 | 194 | 1.88 | 1.83 | 1.75 | 1.67 | 1.57 | 1.52 | 1.46 1.0

V, : Degrés de liberté au numérateur

V, : Degrés de liberté au dénominateur
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Résumé

L'objectif de ce travail est la caractérisation physico-chimique du mélange de Dittrichia
viscosa et d'huile d'olive extra vierge. Dans notre travail nous nous sommes intéressés a
I’étude de certains parameétres tels que les teneurs en composés phénoliques et I’activité
antioxydante ainsi que les différents indices de qualité des échantillons d’huile d’olive avant
et aprés macération avec les feuilles d’inule visqueuse. L’optimisation de deux parameétres
opératoires pouvant influencés 1’activité antioxydante des échantillons d’huiles a été réalisée
par le biais d’un plan composite centré (CCD). Le tracé des courbes isoréponses ainsi que le
diagramme de désirabilit¢é nous ont permis d’obtenir les valeurs 1’activité antioxydante
optimales de ces deux parametres opératoires. Les résultats des indices de qualité¢ des
différents échantillons d’huile d’olive ont permis de la classer dans la catégorie huile d’olive
vierge extra. Les résultats obtenus relévent que I’enrichissement de 1’huile d’olive par les
feuilles de D.viscosa engendre une forte augmentation de la teneur en composés phénoliques
ainsi qu’une importante amélioration de 1’activité antioxydante qui est di a la libération des

antioxydants présents dans les feuilles de la plante.

Mots clés : Huile d’olive, Dittrichia viscosa, Activité antioxydante, Composés phénoliques,

Plan d’expériences.

Abstract

The aim of this work is characterization physicochemical of the mixture of Dittrichia viscosa
and extra virgin olive oil. In this work we were interested in the study of certain parameters
such as the content of phenolic compounds and the antioxidant activity as well as the different
quality indices of the samples of olive oil before and after maceration with the leaves of
viscous inula. The optimization of two operating parameters that can influence the antioxidant
activity of the oil samples was achieved through a centered composite design (CCD). The
plotting of the isoreponse curves as well as the desirability diagram allowed us to obtain the
optimal antioxidant activity values for these two operating parameters. The results of the
quality indices of the different samples of olive oil allowed it to be classified in the category
extra virgin olive oil. The results obtained show that the enrichment of olive oil by the leaves
of Dittrichia viscosa generates a strong increase in the content of phenolic compounds as well
as a significant improvement in the antioxidant activity which is due to the release of

antioxidants found in the leaves of the plant.

Key words: Olive oil, Dittrichia viscosa, Antioxidant activity, Phenolic compounds,

Experimental design.



