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INTRODUCTION

Introduction

L'huile d'olive est un produit populaire dans les pays méditerranéens en raison de son godt
délicieux, de son ar6me agréable et avantages nutritionnels. Ce produit a son propre ardbme et
goQt caractéristiques, qui le différencie des autres produits similaire [66]. Chaque huile
d’olive a une composition particuliere en acides gras et contient également plusieurs
micronutriments et une variété de composants mineurs responsables de ses caractéristiques

nutritionnelles.

Les acides gras (comptant pour environ 98% du poids de I'huile d'olive) sont
principalement incorporés dans les triglycérides et di-glycérides. Les composants mineurs
incluant principalement les pigments, les tocophérols les composés phénoliques et les
antioxydants en général jouent un réle trés important dans 1’amélioration de la qualité de
I’huile d'olive [40].

Les composés phénoliques sont largement recherchés pour leurs propriétes
biologiques autant qu’antioxydants, anti-inflammatoires, antiallergiques et anti carcinogenes.
Notant que ’efficacité puissante de ces substances a stopper les réactions radicalaires en
neutralisant les radicaux libres est due principalement a leurs structures phénoliques avec la
présence des groupements hydroxyles [12].

L’oxydation des lipides d’huile d’olive est considérée comme 1’'une des réactions
majeures correspondantes a la dégradation de sa qualité organoleptique, non seulement a la
formation d’odeurs rances mais également par la diminution de sa qualité nutritionnelle. Cette

derniéres se manifeste a travers la formation de radicaux libres [38].

En revanche, la quasi-totalité (98%) de ces composés phenoliques sont perdus lors
du procédé d’extraction des huiles [30], et 1’usage des antioxydants synthétiques
I’hydroxyanisolebutylé (BHA) et I’hydroxytoluénebutylé (BHT) présente une sérieuse
menace pour la santé (cancérigenes) [54], c’est pourquoi une solution de rechange naturelle

loin de synthétique exige le meilleur.

Dans cette présente étude, nous nous intéressons & une optimisation

d’enrichissement d’une huile d’olive vierge avec la pulpe de fruit de jujube et les fleurs de la
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INTRODUCTION

figue de barbarie, pour les valoriser en tant que sources d’antioxydants naturels, vu leur

richesse en composés phénoliques par incorporation direct dans cette huile.

+ Le premier volet est consacré a la recherche bibliographique, décrivant les
informations essentielles sur les deux matrices a étudier et donnant un apergu des travaux

antérieurs sur I’enrichissement de 1’huile d’olive vierge.

* Le deuxiéme volet est voué a I’étude expérimentale, traitant I’optimisation de
I’enrichissement d’huile d’olive vierge par les substances bioactives de jujube et de la figue
de barbarie en étudiant I’effet de quatre parameétres a savoir le temps, la température, le ratio
et le diamétre des poudres pour chacune des deux matrices. Pour ce faire, un plan
d’expériences a été utilisé par la méthodologie de surfaces de réponses, ayant comme
réponsesla quantité de phénols totaux (TPC) et de la chlorophylle de I’huile enrichie, pour

enfin mesurer son activité antioxydant ainsi que son acidité.

A la lumiére des résultats obtenus, différents investigations et perspectives de

recherches ont été proposées
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Partie bibliographique Antioxydants naturels

I. Antioxydants naturels

De nombreuses études ont été faites sur 1’utilisation des antioxydants issus des plantes
végétales, ces molécules présentes en faible concentration, sont capable de prévenir, de
retarder et de réduire I’ampleur de la destruction oxydante des biomolécules [12]. Certains
composés antioxydants, agissent en piégeant les radicaux libres et en captant 1’électron
celibataire, les transformant en molécules ou ions stables [29]. Ces radicaux libres sont des
espéces caractérisées par une instabilité et /ot un pouvoir oxydant fort, ils se différencient par
la présence d’un €lectron non apparié sur la couche électronique la plus externe. Toutes ces
destructions augmentent le risque d’atteinte de certaines maladies, parmis ces derniéres, nous
citons, I’alzheimer, les maladies cardiovasculaires, déficience cardiaque, vieillissement

prématuré de la peau et le cancer [12].

1.1 Jujube « Zizyphus lotus»

I.1.1 Description botanique

Le jujubier Zizyphus lotus (ZL) est un arbuste épineux et fructueux, appartenant a la
famille des rhamnacées communément appelé en Afrique du Nord "Sedra". Il forme des
touffes de quelques métres de diamétre, jusqu’a 2 a 3 métres de haut. Les fruits sont des
drupes a noyaux soudés, de la taille ou d'un poids d'une olive, de I'endocarpe mucilagineux

appelé "Nbeg" [6].

I.1.2 Classification botanique

Du point de vue de la classification,

il appartient a :

La branche : spermatophytes

La sous-branche : angiosperme [
La sous-classe : dicotylédone

L’ordre : célastral

La famille : rhamnacées .
Le genre : Zizyphus | aawe o3

Especes : lotus Figure 1: Image du fruit de Zizyphus lotus [6].

1.1.3 Composition biochimique
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Zizyphus lotus constitué de plusieurs compositions comme le montre le tableau (1).

Tableau I : Composition biochimique des différentes parties de Zizyphus lotus.

Fraction Pulpe et Grains Feuilles Racines  Références
épluchures
Teneur en 12.27 6.05 - 9.11
humidité (%)
Les glucides (%) 65.90 40.87 8720 mg/100 8.71
g
Protéine brute(%) 3.80 19.11 - 3.18
Gras éprude(%) 1.32 - - -
Crudifibe(%) 8.41 - - 47.90
Cendre(%) 3.28 1.05 - 2.69  [26]
Pectine(%) 3.78 - - -
Valeurs 16.341 - - -
calorofiques Kj/g
L’acide 88.12 61.93 - -
oléique(%)
Acide elaidique 7.88 - - -
(%) - - 9.15 -
acide linolénique - - 340 -
(%)
saponines
(mg/100 g)

1.1.4 Son utilisation

Les différentes especes du jujube (Zizyphus lotus) sont largement utilisées dans le
traitement de certaines maladies comme les troubles digestifs, la faiblesse, les affections du
foie, 1I’obésité, les troubles urinaires, le diabéte, les infections cutanées, la fi¢vre, la diarrhée et
I’insomnie [1]. Les recherches actuelles sur les différentes activités pharmacologiques issues
de cette plante ont ressorti plusieurs effets de grande importance pour la médecine moderne.
Parmi ces effets on souligne les plus importants : activités anti-inflammatoires, activités anti-

fongiques, activités anti-ulcérogéniques et antioxydantes.

1.1.5. Composés phénoliques et propriétés

La pulpe de ZL est connu par son contenu en molécules biologiquement actives tels
que les polyphénols (flavonoides, tanins) [26], tel que les tanins sont des metabolites
secondaires polyphénoliques son réle biologique dans la plante est lié a sa propre protection
contre les infections, en plus de la protection contre les attaques fongiques et bactériennes

[31]. et les flavonoides sont considérées comme des pigments quasiment universels des
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végétaux ; ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles
[26].

1.2. Figue de barbarie « Opuntia ficus indica »

1.2.1 Description botanique

11 s’agit d’une plante arborescente Opuntia ficus indica (OFI) qui peut atteindre de 3 a
5 m de haut. Les feuilles présentent une forme conique et ont seulement quelques millimetres
de longueur. A la base des feuilles se trouvent des bourgeons axillaires typiques des cactaceae
qui donnent une épine blanche, robuste, des bouquets ou glochides de minuscules et fines
épines. La fleur a des sépales peu visibles, des pétales jaunes ou orangés bien visibles, des

étamines nombreuses [27].

1.2.2 Classification botanique
Sa classification botanique a été démontrée par [11], elle est rappelée ci-dessous :

La branche : Phanérogames

La sous-branche : Magnoliophyta
La sous-classe : Caryophyllidae
L’ordre : Opuntiales, Caryophyllales
La famille : Cactaceae

Le genre : Opuntia

Espéces : Opuntia ficus indica (L.)

Figure 2 : La fleur de I’OFI.

1.2.3 Composition biochimique

Opuntia ficus indica contient plusieurs composantes comme le montre le tableau (I1).
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Tableau Il : Composition biochimique d’Opuntia ficus indica

Fraction Pulpe Pelure Références
Teneur en humidité 94.4 90.33
(%) [24]
Protéine (%) 0.21-1.06 -
Lipide (%) 0.7 1.06
Fibre (%) 0.02-3.15 40.8
Carbohydrates (%) 12-17 [62]
Vitamine K1 (mg) 53.2 109
Vitamine C (mg) 1-48 59.82
Sodiume (mg) 1.09 1.1
Magnesium (mg) 18.8 15.2
Potassium (mg) 199 98
Calcium (mg) 12.4 15.7

1.2.4 Son utilisation

De nombreuses études ont été réalisées pour trouver les domaines d’utilisation de la figue de
barbarie, traditionnellement utilisé pour I'alimentation humaine et animale et connue comme
plante médicinale en raison de sa composition riche en polyphénols, vitamines, acides gras
polyinsaturés et acides aminés. Cela fait de la figue de barbarie une culture prometteuse pour

les applications alimentaires commerciales [62].

1.2.5. Composés phénoliques et propriétés

Les fleurs d’OFI est connu par son contenu en molécules biologiquement actives tels
que les polyphénols (flavonoides), Les flavonoides ce sont les composés les plus abondants
parmi tous les composés phénoliques plus de 6 000 composés chez les plantes. Ils sont

responsables des colorations jaune, orange et rouge des végétaux [11].

1.3 Les bienfaits de ZL et d’OFI pour la santé

Plusieurs recherches ont été effectuées sur I’effet bénéfique de quelques plantes
vegetales, parmi ces matrices on a cité le ZL et OFI et leurs bienfaits sur la santé humaine
(tableau I11)
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Antioxydants naturels

Tableau I11 : Les bienfaits de ZL et d’OFI pour la santé humaine

ZL

Les fruits de ZL utilisée pour [37]
le Traitement de la lithiase
urinaire

Les fruits ont une source [26]
précieuse de nutriments en

tant qu'antioxydant,

antimicrobien et

antifongique,

immunosuppresseur, aussi

des composés anti-

ulcérogenes

Les feuilles ont un effet [26]
hypoglycémique et une

bonne activité antiseptique

Les racines et les tiges ont une [36]
activité antispasmodique et un
Effet anti-ulcérinique

Les saponosides et les [26]
oligomeres flavonoiques

totaux présent dans le fruit ont

une activité anti-

inflammatoire.

Références

OFlI Références

Diminution du stress [43]
oxydatif corporel par les
fruits chez I'hnomme.

La poire de cactus réduit le [24]
taux de cholestérol dans le
sang humain.

Fruits, cladodes ou [24]
infusions de fleurs ont été

utilisé pour traiter I’ulcére,
I’allergie, fatigue et

rhumatisme.

Les tiges ont été utilisées

pour traiter le diabéte chez
humaine.

Les fruits ont des propriétés [24]
anti-oxydantes.

Effets protecteurs [43]
cardiovasculaires par les
fruits chez I'homme
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1.4 Définition d’huile d’olive

L’huile d’olive est 1'une des plus anciennes huiles végétales connues, principalement
Produites dans les pays riverains de la mer Méditerranée. C'est un jus de fruit naturel [33].
L'huile d'olive est une des rares huiles pouvant étre consommée dans son état nature [33]. Sa
composition peut nous renseigner sur les mécanismes impliquant son fonctionnement, sa

qualité organoleptique et nutritionnelle.

1.5 Composition biochimique [63]

Les huiles d’olive vierges jouent un rdle important dans 1’industrie agroalimentaire et sont

importantes en nutrition humaine pour plusieurs raisons. En premier lieu car les lipides sont la
principale source d’énergie pour le corps humain en comparaison de leur masse [63].

Tableau IV: Composition biochimique de 1’huile d’olive.

Composition Définition Références
Acides gras Ce sont des acides carboxyliques a chaine [20]
aliphatique hydrophobe, saturés ou non
saturés.
Tocophérols Ce sont des antioxydants qui assurent une [20]

protection des acides gras.

Composes phénoliques Caractérisés par la présence d’au moins un
cycle aromatique a 6 carbones dans leur [12]
structure, lui-méme porteur d’un nombre variable
de fonctions hydroxyles (OH).

Composés aromatiques Sont des molécules de faible poids moléculaire [63]
possedant une volatilité a température ambiante.

1.5.1 Les acides gras

Les acides gras appartiennent a la famille des lipides. Ces lipides contiennent une fraction
principale dite: saponifiable (phospholipides, triglycérides) et une fraction mineure
insaponifiable (stérols, vitamines liposolubles, caroténoides). Les lipides sont caractérises par

leurs insolubilités dans I’eau et la solubilité dans les solvants organiques [63].
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I L1 1 1 | 20
H—C—C—C—C—C—C—C__
U R S A O—H
H HHHH H
Groupe Longueur variable Groupe
methyle de la chaine carbonée (CH;), carboxyle

allant de 2 4 22 carbones

Figure 3 : Structure générale de 1’acide gras

1.5.2 Les composes phénoliques

L’une des caractéristiques les plus importantes de 1’huile d’olive est sa richesse en composés
phénoliques. Les principaux composés phéenoliques qui existent dans le fruit de
I’Oleacuropea sont 1’oleuropéine, la dimethyloleuropeine, ligstroside et la verbascoside.
Le tyrosol et I’hydroxytyrosol sont directement dérivés de 1’hydrolyse de I’oleuropéine et du

ligstroside (Figure 4) [55].

___HH ,.\xv__.-(.l.il
DHeuropéine | | j/ -
E b an” = ﬁrﬂw.ljt:
P
T . OH un"ﬂﬂ\ﬂ-"fj

@i Hydroxyiyrazal Tyramal

Figure 4: Principaux composés phénoliques de I’huile d’olive.

1.5.3 Les tocophérols

Les tocopherols sont reconnus pour leur double action bénéfique. En effet, ils ont tout d’abord
I’atout d’étre une vitamine (vitamine E) et ils ont également une forte activité anti oxygene.
La teneur totale en tocophérols dans les huiles d’olive est trés variable puisqu’elle a été
reportéee dans une gamme allant de quelques mg a 450 mg/kg d’huile. L’alpha-tocophérol

représente a lui seul 90% de la totalité des tocophérols [63].
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Tocophérols
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Figure 5 : Formule développée des tocophérols

1.5.4 Les composés aromatiques

Les composés aromatiques sont des molécules de faible poids moléculaire (inférieur a
300 Da) possédant une volatilité a température ambiante [63]. On estime que plus de 70
composés contribuent aux parfums et au gott de 1’huile d’olive [10], cette odeur est due a la
capacité de certaines de ces molécules volatiles a atteindre les récepteurs olfactifs du nez. Ces

composés volatiles sont majoritairement des produits de 1I’oxydation des acides gras [63].

1.5.5 Les pigments

La couleur de I’huile d’olive est essentiellement lié a la présence des chlorophylles, de
la phéophytine ainsi qu’aux caroténoides, leur contenu dans I’huile d'olive s'étend entre 1 et
20 ppm, mais change selon la variété, la température et la durée du traitement thermique de
I’olive [10].

1.6 Les différents types de I’huile d’olive [61]
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Les huiles d’olive sont classées comme le montre le schéma suivant :

s

. _— Dont I’acidité libre exprimée en
Huile d’olive . . .
. acide oléique est au maximum de
vierge extra
L 0,8 gramme pour 100 gramme
4 )
Dont I’acidité libre exprimée en
SSNRTIRT acide oléique est au maximum de
) ) ) . Huile d’olive
Huile d’oh\{e vierge propre a la vierge 2 grammes pour 100grammes
consommation.
\ J
_ ) 4 )
Huile d’olive - ) Dont I’acidité libre exprimée en
vierge Huile vierge acide oléique est au maximum de
courante 3,3 grammes pour 100 grammes.
. J
Huile d’olive vierge non N
propre a la consommation. Dont I’acidité libre exprimée en acide ol€ique est supérieure
a 3,3 grammes pour 100.
J
Huile d’olive
raffinée Obtenue des huiles d’olive vierges par des techniques de raffinage. Son acidité libre
exprimée en acide oléique est au maximum de 0,3 gramme pour 100 grammes.
J
. . . . . . - \
le d"oli Constituée d’huile d’olive raffinée et d’huiles d’olive vierges propres a la consommation.
Huile dolive Son acidité libre exprimée en acide oléique est au maximum de 1 gramme pour 100
grammes.
J

Figure 6 : Schéma récapitulatif des différents types d’huile d’olive.

1.7 Procéder d’extraction de I’huile d’olive

La plupart des moulins font passer les olives sur une surface vibrante avec I’aide d’un
ventilateur qui enleve les feuilles et autres debris [64]. Un broyage est réalisée a l'aide d'un

broyeur a marteau, Dans le cas des huileries disposant d'équipements de centrifugation,

I'opération de malaxage s'avére nécessaire et doit étre réalisée pendant 60 minutes au

minimum. Pour 1’unité équipée d’une chaine en continue avec centrifugation, le rendement est

meilleur et le temps de separation est réduit. La centrifugeuse permet de séparer 1’huile et le

grignon

riche en eau de végétation des olives.
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Le processus traditionnel d’extraction de I’huile est discontinu. Cette unité¢ disposant de
centrifugeuse horizontale, le grignon se trouve humidifié. Pour le valoriser, il faut abaisser
son humidité jusqu’a 50% d’eau pour ne pas contaminer 1’huile [18]. L huile doit étre stockée
en vrac pendant 1 a 3 mois pour régler toute autre particules restantes et eau de fruit.
"Nouveau huile", qui est mis en bouteille, doit &tre consommé dans environ 6 semaines pour

éviter le changement de la saveur dans la bouteille [64].

1.8 Avantages et inconvénients de la consommation d’huile d’olive vierge
sur la santé humaine

Il existe plusieurs avantages et inconvenients concernant la consommation d’huile
d’olive vierge sur la santé humaine, quelques avantages et inconvénients sont illustrés dans le
tableau (V)
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Tableau V: Les avantages et inconvénients de la consommation de 1’huile d’olive pour la

santé humaine

Les avantages
Diminution des [53]
maladies
cardiovasculaires.

Protection des [57]

particules de
lipoprotéines de base
densité (LDL) contre
le dommage
oxydatifs

Protége le corps contre le  [56]
cancer.

L'huile d'olive extra [53]
vierge peut protéger le
foie du stress oxydatif.
Caractérisé par ces [56]

activités anti -
microbiennes, anti
inflammatoires, anti-
oxydantes

Références

Les inconvénients

La présence de 77% d’acides
gras oléiques, favorisent la
coagulation du sang.

Réagir facilement avec les
radicaux libres (oxydation)
car I’huile d’olive est trés
sensible a la chaleur, a la
lumiere et a l'air.

L’huile d’olive vierge a haute
teneur en phénols a un godt
piquant.

L’huile d’olive vierge Fait
grossir, apres tout il reste
encore un gras et porte 9
Calories par gramme.

Références

[57]

[57]

[57]

[57]
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1.9 Généralités sur ’enrichissement

L’huile d’olive est considérée la meilleure de toutes les huiles comestibles par rapport
a ses caractéristiques organoleptiques et sa composition chimique [25]. En effet, sa faible
résistance a la détérioration oxydative est due a I’élimination d’une grande quantité de
composées phénoliques (98%) durant le processus d’extraction [30]. D’ou I’intérét de faire un
enrichissement, ce dernier est réalisé généralement par des méthodes dites traditionnelles
(conventionnelle, macération) et plus récemment par des méthodes innovantes, a savoir, les

ultrasons qui ne consomment pas beaucoup de temps et d’énergie [2].
1.9.1 Procédes d’enrichissement
Il existe différentes procédures d’enrichissement d’huile d’olive et on peut distinguer :

1.9.1.1 Infusion: connue sous le nom de macération et d'extraction solide- liquide, et qui

consiste a faire dissoudre la matiere végétale solide dans la phase huileuse [16].

1.9.1.2 Enrichissement et extraction : Ce type de procédure nécessite la dissolution de

I’extrait dans un solvant généralement I’éthanol avant son incorporation dans I’huile.

1.9.1.3 Co-traitement: Consiste a l'addition d'herbes ou d'autres matieres végeétales a la pate
d'olive avant I’étape de malaxage, et cela peut étre favorisé par l'utilisation des ultrasons avant

le malaxage de la pate d’olive [19].

1.9.1.4 Enrichissement assisté par ultrasons : Des études utilisent ’huile d’olive comme un
solvant d’extraction des substances d’intérét a partir de différents matrices végétales, cette

extraction est favorisée et accélérée par 1’application des ultrasons [3].

1.9.1.4.1 Principe d’extraction aux ultrasons

Les ultrasons sont des ondes mécaniques qui sont capables de se déplacer dans un milieu
¢lastique a une fréquence supérieure a la limite maximale d’audibilité de 1’oreille humaine (16
kHz).

L’utilisation des ultrasons pour 1’extraction sur les matrices végétales ou alimentaires est un
nouvel outil permettant d’augmenter les rendements oOu/et d’accélérer les cinétiques

d’extraction et de minimiser le temps. Ces améliorations peuvent étre attribuées a
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I’amélioration de la diffusion des substances dissoutes de 1’intérieur de la cellule vers le
milieu d’extraction [2].

Implosioncde:  paniler

Pieces & microbutics au
netioyer comactdea plbces f
Niveau
MINI—_ o T Schéma de principe
/ . Oades crodes par
les ultrasons

Tronsducteurs transformant
Uénergle dloctrique en
vibrotions

Résistences
de Chautle

Figure 7 : Principe d’ultrason

1.9.2 Différentes techniques d’enrichissement d’huile d’olive

L’ensemble des travaux d’enrichissement effectués pour 1’huile d’olive sont résumés
dans le tableau suivant :
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Tableau VI : Différents travaux d’enrichissement de ’huile d’olive

Enrichissement de 1’huile d’olive vierge

Matrice

Analyte

Méthodes

Référence

Plantes de basilique

Composés
phénoliques

Maceration assistée par
ultrasons

R=150 g/ 1 L d’huile.
T=25°C

t=15min

[63]

Citron

Feuille d’olivier

Composes
phénoliques

Composés
phénoliques

Macération

R=Le matériel végétal /d’huile [un

taux de 5% (p / p)].
T=ambiante

t=2 semaines.

Macération
R=200 mg / 1kg

[9]

[59]

Tomate

Lycopene

Macération

R=0.5g/ 100ml d’huile
T=ambiante.

t=37 semaines.

[49]

Feuilles d'olivier

Composes
phénoliques

Macération.
R=400 mg kg-1
T=ambiante
t=2h

[65]

Tomate

Caroténoides

Assistée par bain a ultrasons.

R=5% (p/v).
T=20°C
t=50 min

[50]

Tomate

Caroténoides

Assistée par micro-ondes
R=5g/100ml d’huile
T=20°C

t=5 min

Tomate

Caroténoides

Macération

R=5g /100ml d’huile
T=20°C

t=7 jours

[50]
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Il. Mateériel et méthodes
La partie matérielle et méthodes a été effectué au sein de laboratoire BBBS dans le but

d’optimiser ’enrichissement de 1’huile d’olive vierge par des antioxydants naturelles.

11.1. Produits chimiques et réactifs

Méthanol, hexane, FC, carbonate de Sodium, cyclohexane, éthanol, DPPH, ABTS, persulfate,
cyclohexanes, chloroforme, tampon phosphate, ferricyanure de potassium Ks;Fe(CN)g , acide
trichloracétique, chlorure ferrique(Fecls),éther éthylique, phénolphtaléine, KOH, acide

acetique, K1, amidon, thiosulfate de sodium.

11.2. Matériel végétal

Les matiéres végétales utilisées dans notre étude sont : les figues de barbarie et les jujubes (a

incorporer dans la matrice huileuse) et I’huile d’olive vierge (matrice d’enrichissement).

®,

% Jujube : la pulpe des fruits sont récoltés de Biskra durant le mois de septembre 2018,
présentaient une couleur marron foncée en plein maturité.
% Figue de barbarie : les fleurs sont récoltés de Souqg-Ahras durant le mois d’aout

2018, présentaient une couleur jaunatre en plein maturité.

Le choix de ces deux matrices revient a leurs richesses en substances secondaires

(antioxydantes).

% Huile végétale : I'huile d'olive vierge utilisée dans notre travail est commercialisée
par ’huilerie IFRI, Ighzer Amokrane d’Ouzallaguen. C’est un jus obtenu par des
moyens exclusivement mécaniques par une extraction a deux phases (pression) a partir

du fruit de l'olivier (Olea europaeal).

11.3. Préparation du matériel végétal
11.3.1. Extraction

a- Séchage
Les deux matrices végétales (OFI, ZL) ont été réalisé séchés a 1’étuve ventilée a 40°C jusqu’a

obtention d’un matériel sec.
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b- Broyage et tamisage
Les fruits de jujube ont été d’abord dénoyautés, ensuite la partic comestible a été séchée, par
contre, les fleures de figue de barbarie ont été enlevée des épines juste aprés récole puis
préparées au sechage. Les deux matrices végétales séchées ont été broyées a I’aide d’un
broyeur électrique, puis tamisées en vue d’obtention d’une poudre dont le diametre varie entre
63um et 250um. Les poudres obtenues ont été conservées a une température ambiante et a

I’abri de la lumiére et d”humidité dans un flacon en verre ombrés.
11.3.2. Extraction par ultrasons

L’extraction des composes phénoliques & partir des deux matrices végeétales a été faite en
utilisant les ultrasons, extraction solide-liquide a laide d’un solvant polaire, selon la méthode
décrite par [31]. Brievement, 1g de poudre a été incorporé dans 67 ml d’éthanol a 50% durant

25 min & 63°C dans un bain & ultrasons. Le melange a éte filtré avec un papier filtre.

Figure 8 : L’extraction assistée par ultrasons

11.3.3. Analyse phytochimique
11.3.3. 1. Détermination du taux d’humidité

Afin de déterminer la teneur en eau, un test d’humidité a été réalisé suivant la protocole de
[60]. Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’humidité selon la formule suivante :

Ou H%= Taux d’humidité en pourcentage
PF : Poids d’¢échantillon avant séchage H%= [(PF-PS)/PF] x100  (Eq.1)
PS : Poids d’échantillon aprés séchage
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11.3.3. 1. Dosage des composeés phénolique totaux (TPC)
+ Principe

L’estimation quantitative des polyphénols est réalisée a I’aide du réactif folin-ciocalteu,
mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMO12040), il est réduit lors de 1’oxydation des phénols en un mélange bleu de
tungsténe et de molybdéne. La coloration produite est proportionnelle a la quantité des

polyphénols présents dans les extraits végétaux.

+ Mode opératoire

La détermination de la teneur en polyphénols totaux est réalisée selon le protocole décrit par
[31]. Dans des tubes a essai, nous avons mélangé 125 ul d’extrait (Opuntia ficus indica /
Zizyphus lotus) ont été mélangés avec 125ul du réactif FC, ensuite dilués dans 500 pl d’eau
distillée. Aprés 6 min a I’obscurité, on ajoute 1250ul de carbonate de sodium (Na,CO3 a 7%).
Apres 90 minutes d’incubation a température ambiante, I’absorbance est mesurée a 760 nm
contre un témoin ou I’extrait est remplacé par le méme volume du solvant d’extraction
utilisé. .Les concentrations sont exprimées en mg équivalent d’acide gallique par g de

matieres séches.

11.3.4. Optimisation d’enrichissement assisté par ultrasons

Le processus d’enrichissement d’huile d’olive vierge par les poudres issus des deux matrices
végétales pourrait étre influencé par les différents facteurs. Pour cela, nous avons mené une
étude sur I’effet de certains paramétres a savoir le temps, la température, le diametre et le ratio
sur la teneur en TPC et chlorophylles des huiles enrichies en déterminant les niveaux (bas et
haut) de chaque facteur retenu par le plan d’expérience (JMP®). La deuxieme approche
consiste au choix du plan d’expérience adéquat a 1’é¢tude autrement dit la méthode
d’expérimentation choisie doit faciliter I’interprétation des résultats. Elle doit également

minimiser le nombre des essaie sans toutefois altérer la qualite.

11.3.4. 1. Etape préliminaire

Dans le précédent paragraphe nous avons vue que cette étude pourra étre influencée par

plusieurs facteurs d’ou I’intérét de 1’étude préliminaire effectuée avant optimisation, qui va
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nous limiter les intervalles des facteurs a utiliser dans le plan d’expériences. Une quantité de
poudre de 1’'une des matrices végétales utilisée a été ajoutée a I'huile d'olive comme solvant
dans le bain a ultrasons pendant différents temps (5, 10, 15, 20, 30 et 40 min), différentes
températures (20, 25, 30, 35, 40 et 45 °C), différents diametres (63, 156.5 et 250 um) et a
difféerents ratios (1/20, 1/30, 1/40 et 1/50 g/ml). Le mélange a été ensuite centrifugé a 3500
tr/min pendant 10 min. Finalement, I’huile est ainsi filtrée est conservé a 6°C

Jusqu’a son analyse.

Tableaux VII : Enrichissement d’huile d’olive vierge par ZL et OFI

Temps Diameétresdela  Température Ratio ( mL/qg)
d’extraction particule (um) d’extraction

(min) Q)

tl D1 T1 R1

t2 D2 T2 R2

t3 D3 T3 R3

t4 T4 R4

t5 T5

t6 T6

11.3.4.2. Méthodologie de surface de réponse (MSR)

Les plans d'expériences consistent a sélectionner et ordonner les essais. lls sont applicables a
de nombreuses disciplines et a toutes les industries a partir du moment ou 1’on recherche le

lien qui existe entre une grandeur d’intérét, y, et des variables, X.. Afin d'identifier, a moindres

codts, les effets des parametres sur la réponse du produit [28]. Son principe consiste a faire
varier simultanément les niveaux d’un ou plusieurs facteurs a chaque essai. Ceci va permettre
de diminuer fortement le nombre d’expériences a réaliser tout en augmentant le nombre de
facteurs étudies. En détectant les interactions entre les facteurs et les optimaux par rapport a

une réponse [23].

Les plans composites prennent facilement la suite d'un premier plan factoriel dont les résultats
sont insuffisamment expliqués par un modele du premier degré. Il suffit d'effectuer les
expériences correspondant aux points en étoile et de faire les calculs sur I'ensemble de toutes
les expériences. Les plans composites sont parfaitement adaptés a une acquisition progressive

des résultats [28].

Notre étude est consacrée a modéliser mathématiquement les réponses choisies pour

les quatre facteurs étudiés dans les analyses préliminaires.
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Dans le jujube 27 essais ont été effectués pour 4 facteurs étudiés, 11 essais effectués pour la
figue de barbarie on tenant compte de deux facteurs.

Tableau V111 : Les conditions d’enrichissement d’huile d’olive par jujube.

Essai Temps Extraction Solvant a X4-Taille
d’extraction  Température  solid ratio des
(min) (°C) (mL/g) particules
(um)
1 15 35 20 63
2 15 25 40 63
3 10 35 40 63
4 20 35 40 63
5 15 45 40 63
6 15 35 60 63
7 15 25 20 156,5
8 10 35 20 156,5
9 20 35 20 156,5
10 15 45 20 156,5
11 10 25 40 156,5
12 20 25 40 156,5
13 15 35 40 156,5
14 15 35 40 156,5
15 15 35 40 156,5
16 10 45 40 156,5
17 20 45 40 156,5
18 15 25 60 156,5
19 10 35 60 156,5
20 20 35 60 156,5
21 15 45 60 156,5
22 15 35 20 250
23 15 25 40 250
24 10 35 40 250
25 20 35 40 250
26 15 45 40 250
27 15 35 60 250

Tableau 1X : Les conditions d’enrichissement d’huile d’olive par figue de barbarie.

Essai X1- X2-temps
Température (min)
Q)
1 25 20
2 35 20
3 45 20
4 25 30
5 35 30
6 35 30
7 35 30
8 45 30
9 25 40
10 35 40
11 45 40
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11.3.4.3. Analyse phytochimique de I’huile d’olive enrichie

11.3.4.3.1. Extraction des composés phénoliques totaux
+ Principe

L’extraction des composes phénoliques contenus dans les huiles étudiées (HT et HE) a été
réalisées avec deux solvants, hexane et méthanol. D’apres la littérature la solubilité des
composes phénoliques dépend de la polarité des solvants utilisés, c’est pour cela on a opté
pour le méthanol étant plus polaire par rapport a 1’éthanol, acétone .... etc, qui présente une
faible affinité vis-a-vis de ces substances [51]. L’hexane permet de séparer les deux phases
non miscibles, apres avoir libérer les phénols, tel que la phase hexanique renferment tout ce

qui est lipidiques, et la phase méthanolique contient les composes phénolique.

+ Mode opératoire

Les polyphénols sont extraits a partir des huiles végétales étudiées (HT et HE) enrichies par
les deux matrices vegetales suivant le protocole de [35]. Une prise d’essai de 2.5 g d’huile
(HE et HT) est additionnée a 5 ml d’hexane (99%) et 5 ml du méthanol/eau (6/4, v/v), puis
agitée au vortex pendant 2 min, ensuite le mélange est centrifugé a 3200 tr/min pendant 5
min. La fraction polaire (phase méthanolique) est récupérée, tandis que la phase apolaire
(hexanique) subit un épuisement (une autre extraction). Les deux fractions obtenues sont

mélangées et conservé a 4°C et a I’abri de la lumiere.

11.3.4.3.2. Détermination de la teneur en chlorophylle

Selon [47], le protocole du dosage des caroténoides et de la Chlorophylle est comme suit :
Une prise d’essai de 3 g d’huile est ajustée jusqu'a 10 ml de Cyclohexane dans une fiole
jaugée. Les absorbances maximales a 670 nm et a 470 nm nous renseignent sur la fraction
chlorophyllienne et les caroténoides respectivement. La valeur du coefficient d’extinction
spécifique utilisee :

e EO=613 pour la Phéophytine (composant majeur des chlorophylles).

e EO=2000 pour la Lutéine (composant majeur des caroténoides).
Chlorophylle= Ag7o 10 /613 100* T (Eq.2)
Caroténoides= A47o 10 /2000 100* T (Eq.3)

Ou A : absorbance. T : trajet optique (épaisseur de la cuve 1 cm)
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11.3.4.3.3. Tests d’activité antioxydante
11.3.4.3.3. 1. Test de DPPH

+ Principe

L’activité du piégeage des radicaux libres, utilise la solution de radicale libre 2,2-diphenyl -1-
picrylhydrazyl (DPPH), non biologique comme réactif. L aptitude des extrais et de certains
composés purs a donner un hydrogéne ou un électron est mesurée par la décoloration de la
solution méthanolique violette de DPPH. Ce radical libre stable possede une coloration
violette foncée, lorsqu’il est réduit, la coloration devient jaune pale. La capacité de piégeage
de radical est évaluée géneralement dans un milieu organique par la mesure de diminution de
I’absorbance a 515 -528 nm jusqu’a ce que I’absorbance reste constante. Dans sa forme
radicalaire le DPPH absorbe a 515 nm, mais part une réduction avec un antioxydant (AH) ou

des espéces radicalaire (Re), I’absorbance disparait [15].

. O e
OgN N—N OgMN :-—-—u
+ArOH ———> Ar(Q- + a
. O

NO o

Diphénylpicrylhydrazyl Diphénylpicrylhydrazine
(Radical libre) (Non radical)
Figure 09: DPPH- radical reduction [48].

DPPH++ AH —» DPPH- H+A-
DPPH ¢ +Re —» DPPH-R
Les résultats peuvent étre exprimés en pourcentage d’inhibition des radicaux libre en utilisant

la formule suivante :

% d’inhibition = (Abs témoin-Abs d’échantillon)/Abs témoin

+ Mode opératoire

Le test DPPH est réalisé selon la méthode décrite par [59], une solution d'huile dans du
chloroforme (10% p / v) a éteé préparé, une quantité (1 ml) a été ajouté a 4ml de la solution de
DPPH préparé dans du chloroforme (0.0023g/100ml), bien mélangé, et I'absorbance a été

mesurée aprés 30 min. L'absorbance de la solution de DPPH dans le chloroforme (1ml
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chloroforme / 4ml DPPH) utilisé comme témoin a également été mesuré en paralléle. Les

résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition.

11.3.4.3.3.2. Test de pouvoir réducteur

La présence des agents réducteur dans les HE et HT induit la réduction de fer ferrique Fe (I11)

en Fe (II), I’aptitude des phénols totaux a réduire le fer ferrique est évalué par la méthode de

[52]. Le protocole de détermination du pouvoir réducteur est illustré dans la figure suivante :
250 pl de HE et HT dilué dans chloroforme

J

625 ul de tampon phosphate

U

625 pl de ferricyanure de potassium

U

Incubation a 50°C pendant 20 min

625 ul de TCA (trichlorure acétate)

v

625 pl du mélange +625 pl d’eau distillée + 125 pl de chlorure de fer (FeClI3)

v

Incubation 10 min et la lecture des absorbances a 700 nm

Figure 10 : Protocole pour la détermination du pouvoir réducteur.

11.3.4.3.3.3. Test d’ABTS
+ Principe

Cette méthode repose sur la capacité des antioxydants a réduire(ABTS) radical, ABTS a été
dissous dans de l'eau en faisant réagir la solution mére ABTS avec 3.3 mg de poudre
persulfate de potassium. Le mélange a été stocké dans le noir pendant 12-16 h avant
utilisation. La solution stock était dilué avec de I'éthanol pour obtenir une absorbance de 0,70
+0,02a734nma25°CJ[17].
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+ Mode opératoire

Suivant le protocole de [21]. On prend 125 pl de HE et HT dilués dans chloroforme (10g /
100 ml), au quels o, ajoute 480 ul de solution ABTS. Aprés 6 min d’incubation a 30 °C,

I’absorbance est lue a 734 nm.

11.3.4.3.3.4. Détermination des acides gras libres

C’est une neutralisation des acides gras libre (AGL) par une solution de KOH (0.1N) en
présence de phénolphtaléine comme indicateur coloré.

+ Mode opératoire

Pour 5g de HE et HT dans une fiole 250 ml, on ajoute 25 ml (éther éthylique /éthanol) et
place le mélange sous agitation pour bien solubiliser le HE et HT dans le solvant, puis on
ajoute quelque gouttes de phénol phtaléine et on titre avec KOH (0.1N) jusqu'a 1’obtention

d’une couleur rose persistante [8].

Acidité % = (V-V0) (NxMeg/10.m)
Ou:
Meq : masse équivalente d'acide oléique = 282meq
N : normalité de KOH a 0.1N.
m : poids de la prise d'essai.

V : volume de KOH utilisé pour le titrage de I’échantillon.

VO : volume en ml de KOH nécessaire au titrage du blanc.
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I11. Résultats et discutions

I11.1. Test d’humidité

Le taux d’humidité joue un role important dans la conservation de la poudre des fruits et des
fleurs séchées. De plus, lorsqu’on fait un enrichissement d’une matrice huileuse par une
matrice vegétale, il est préférable d’éliminer la quantité d’eau qui se trouve dans la matrice
végétale pour éviter toute hydrolyse possible des triglycérides ce qui pourrait par consequent
libérer des acides gras libre plus oxydables. Ceci peut favoriser la croissance et le
développement des micro-organismes et des moisissures qui dégradent le matériel végétal au
cours de la conservation. La poudre de la fleur de figues de barbarie séchée a présenté un taux

d’humidité de 5%, par contre il est de 10 % pour la poudre de jujube séchée.

I11.2. Analyses phytochimiques

La détermination des teneurs en polyphénols totaux est une étape importante dans 1’évaluation
de la valeur nutritionnelle d’un aliment qu’il soit fruit ou 1égume [7]. Les teneurs en composés
phénoliques de la poudre étudies sont représentées dans le Tableau X. Les résultats ont
montrés une quantité de TPC égale a 5173.73 + 0.02 (mg EGA/100g MS) pour ZL et une
teneur de 4677.11 £ 0.0302 (mg EGA/100g MS) pour OFI. Nos résultats pour I’extraction des
TPC a partir de jujube sont approximativement proche de ceux trouvés par [31] a une teneur
de 40.72 ng EGA/100g MS.

111.3. Optimisation d’enrichissement assisté par ultrasons

L’utilisation des ultrasons dans 1’enrichissement des matrices végétales ou alimentaires est un
nouvel outil permettant d’augmenter les rendements ou/et d’accélérer les cinétiques
d’extraction. L’enrichissement de I’huile d’olive par jujube et la figue de barbarie présente un

intérét vu leur richesse en antioxydants et pigments naturels [22].

111.3.1. Etude préliminaire
Avant d’avoir recours a un plan d’expérience, une étude préliminaire est jugée importante en
vue de déterminer les bornes des différents parametres a savoir le temps, température, ratio et

diametre des particules a impliquer au plan d’optimisation.
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Ces derniers influencent sur la libération des substances bioactives contenues dans les poudres

séchées a partir des deux plantes (jujube et figue de barbarie) vers I’huile d’olive vierge.

e Effet du diametre des particules

Le choix du diametre des particules a utiliser est selectionné en fixant le temps, température et
le ratio par 15min, 35°C et 1/20 g/ml respectivement et en variant celui-ci (63,156.5 et
250um). Les résultats sont montrés dans le tableau (XI1), le meilleur rendement en TPC a été
obtenu a 63um (1.15+ 0.59 mg GAE/kg d’huile) pour I’huile enrichie par la poudre de
jujube. Tandis que pour I’huile enrichie par la poudre de figue de barbarie, I’effet du diamétre
des particules n’a pas été étudié et a été fixé a 63um pour des raisons de sécurité alimentaire
(épines). Selon [5] plus la poudre est trés fine, meilleure sera 1’extraction car elle augmente la

surface de contact entre le solvant et 1’échantillon.
e Effet du temps

Le temps d'extraction est un autre parametre important qui influence I'extraction des
composés phénoliques et des pigments [13]. De ce fait une série d’essais (5, 10, 15, 20, 30 et
40min) a été réalisé, et les autres parameétres ont été fixés a 35°C, 1/20 g/ml, 63um pour le
jujube et 250um pour la figue de barbarie. Les résultats obtenus sont résumés dans la Figure
16 qui ont montrés une meilleure teneur en TPC de 0.43 + 0.11 (mg GAE/kg d’huile) et de
0.42 + 0.27 (mg GAE/kg d’huile) pour ZL, OFI respectivement dans une durée de 15min

pour les deux matrices.

o Effet de température

Une série d’essais (20, 25, 30, 35, 40 et 45°C) a été effectué en fixant les autres parametres a
63°C, 15min et 1/20 g/ml pour les deux matrices. Les résultats obtenus ont été montrés dans
le tableau (XI). D’apres ce dernier, le meilleur résultat obtenu en termes de TPC est de 1.42 +
0.31 (mg GAE/kg d’huile) a 35°C, de 2.67 + 0.18 (mg GAE/kg d’huile) a 25°C pour I’HE par
ZL et OFI respectivement. En travaillant sur I’huile d’olive vierge, la température ne doit pas
étre inférieure & 10°C, sinon une partie de cette huile va figer ce qui altererait I’homogénéité
du mélange [63]. De plus, la qualité de I’huile d’olive enrichie par les composés phénoliques
issus des deux plantes est conditionnée par la température en vue de sa sensibilité vis a vis de

la composition apres traitement thermiques surtout a haute température. Il s’agit de molécules
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thermosensibles connues pour dégradation a partir d’une température supérieure a 50°C [39].
Pour cela et pour ne pas fausser les résultats du plan d’expériences, 40°C a été choisie comme

meilleure borne.

e Effet du ratio
Aprés avoir fixeé les autres paramétres et en variant celui-ci entre 1/20, 1/30 et 1/50 (g/ml).
Les résultats ont été montres dans le tableau XI. La meilleure teneur en TPC est obtenue a
1/20 (g/ml) avec 1.66 + 0.26 (mg GAE/Kg d’huile). Ce facteur n’a pas marqué d’effet
significatif pour la figue de barbarie enrichie dans I’huile d’olive. De ce fait, le ratio est fixé a
19/20ml pour les matrices enrichies [3]. Ont montrés que la charge est bornée entre 4% et
25% dans 1’optique de ne pas avoir le colmatage qui géne homogénéisation de I’huile, ni de

perte d’huile par saturation.

Tableau X : Etude préliminaire pour jujube et figue

TPC (mg Effet du diamétre des Effet du temps Effet du ratio Effet de la
GAE/kg particules température
d’huile)

Jujube 63um : 1.15+ 0.59° 5min : 0.30 + 0.26° 1/20:1.66 £0.26*  20°C : 0.69  0.34°

156.5um : 0.85+ 0.34”  10min: 0.41+0.10°  1/30:0.7£0.008°  25°C:0.57 + 0.09%
250pm : 0.66 + 0.23°  15min:0.43+0.11°  1/50:1.53+0.05° 30°C:1.11+0.45°"

20min : 0.38 + 0.02° 35°C : 1.42 +0.31°
30min : 0.27 + 0.14¢ 40°C : 0.40 + 0.008°
40min : 0.30 + 0.06° 45°C:0.90 +0.34°¢
Figue de Fixé a 63um 5min ; 0.24 + 0.01° 1/20:1.28 +0.03* 20°C:1.56 + 0.11°
barbarie 10min: 0.24 £0.02°  1/30:1.27+0.08% 25°C :2.67 +0.18°2
15min: 0.42 +0.27% 1/50:1.30+0.15% 30°C :1.74 +0.09™
20min : 0.26 + 0.01° 35°C :1.82+0.05°¢
30min ; 0.32 + 0.01° 40°C :2.11+052°
40min : 0.26 + 0.03° 45°C :1.79 +0.04

111.3.2. Optimisation des conditions d’enrichissement assistée par ultrasons

111.3.2.1. Plan composite centré

L’objectif d’utilisation du modéle composite centré est d’optimiser le procédé
d’enrichissement assisté par ultrasons. 27 et 11 essais ont été réalisés pour jujube et la figue
de barbarie respectivement et 2 réponses pour chaque condition ont été rapportées. Les

résultats sont résumés dans le tableau ci-dessous

La variation des réponses obtenues est en fonction des parametres étudiés et leurs teneurs
varient entre 0,50 a 2,12 ;0,45 a 1,92 mg EGA/Kkg et de 0,01 4 0,09 ; 0,04 & 0,06 mg/kg en
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TPC et chlorophylles pour jujube et figue de barbarie respectivement. A la lumiere de ces

résultats, nous pouvons conclure que les parameétres étudiés ont un effet significatif sur le plan

composite centré appliqué pour 1’enrichissement d’huile d’olive vierge par jujube et figue de

barbarie.

Tableau XI : Plan d’optimisation d’enrichissement de 1’huile d’olive vierge par le jujube.

Essai Temps Température Ratio  X4- Valeurs TPC Valeurs Valeurs Valeurs
d’extraction d’extraction  solide- Diamétre expérimentales TPC expérimentales prédites
(min) (°C) liquide des (mg EGA/kg) pr2dites chlorophylles  chlorophylle
( particules (mg (mg/kg) (mg/kg)
mL/g)  (pm) EGA/Kg)
1 15 35 20 63 1,19496389 1,36316881 0,07027271 0,07608225
2 15 25 40 63 0,83529229 0,88615239 0,06087131 0,06653279
3 10 35 40 63 0,70734238 0,6233973  0,0711499 0,06616104
4 20 35 40 63 0,56 0,48474864 0,09074055 0,08258404
5 15 45 40 63 0,83132143 0,83546586 0,01645936 0,01055353
6 15 35 60 63 0,63377005 0,56975705 0,06101345 0,06859362
7 15 25 20 156,5 2,12326253 1,78562915 0,03172495 0,0351283
8 10 35 20 156,5 1,30085347 1,48389969 0,07563333 0,06892748
9 20 35 20 156,5 1,37938824 1,50929898 0,07465867 0,07394697
10 15 45 20 156,5 2,0809067 1,82104183 0,03128636 0,0360874
11 10 25 40 156,5 0,83970436 0,85917158 0,04770936 0,0445297
12 20 25 40 156,5 0,84588125 0,90979023 0,04468791 0,03868175
13 15 35 40 156,5 0,87014761 0,87014761 0,06081852 0,07127986
14 15 35 40 156,5 0,87014761 0,87014761 0,07836238 0,07127986
15 15 35 40 156,5 0,87014761 0,87014761 0,07465867 0,07127986
16 10 45 40 156,5 0,91912154 0,90753593 0,02076004 0,02775
17 20 45 40 156,5 0,81102593 0,84388208 0,02894717 0,03311062
18 15 25 60 156,5 0,72 0,80811257 0,04195887 0,04401394
19 10 35 60 156,5 0,50459723 0,49411542 0,07806998 0,07094177
20 20 35 60 156,5 0,51929823 0,45568093 0,06656901 0,06543495
21 15 45 60 156,5 0,58927501 0,75515609 0,01725127 0,02070403
22 15 35 20 250 1,59910912 1,71544549 0,08109142 0,07449505
23 15 25 40 250 0,85294055 0,96822505 0,0263156 0,02438151
24 10 35 40 250 0,71175445 0,61525352 0,07046764 0,08548026
25 20 35 40 250 0,82867419 0,74086698 0,05672495 0,06856993
26 15 45 40 250 0,93279894 1,00136777 0,07151134 0,05800994
27 15 35 60 250 0,58133647 0,46545493 0,0803117 0,07548595
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Tableau XI1 : Plan d’optimisation d’enrichissement de 1’huile d’olive vierge par la figue de

barbarie.

Essai X1- X2- Valeurs TPC Valeurs TPC Valeurs Valeurs

Température  Temps expérimentales pr2dites (mg expérimentales prédites

(°C) (min) (mg EGA/Kg) EGA/Kg) chlorophylles  chlorophylle

(mg/kg) (mg/kg)

1 25 20 0,97083095 1,0919329 0,05467817 0,05352354
2 35 20 1,92560198 1,71722487 0,04424932 0,04660731
3 45 20 0,84376346 0,93103862 0,06393743 0,06273407
4 25 30 0,54598266 0,45423021 0,0591616 0,05823824
5 35 30 1,15713971 1,2079133 0,0465885 0,04788633
6 35 30 1,17949194 1,2079133 0,05155926 0,04788633
7 35 30 1,17125691 1,2079133 0,04376199 0,04788633
8 45 30 0,57421705 0,55011816 0,06140331 0,06057742
9 25 40 0,45056016 0,42121066 0,05311871 0,0551967
10 35 40 1,21075909 1,30328486 0,04551637 0,04140913
11 45 40 0,83705712 0,77388084 0,04863528 0,05066454

111.3.2.2. Validation du modéle

Le modele mathématique composite centré utilisé relie la réponse aux facteurs qui
I’influencent. Afin d’acquérir une meilleure réponse, plusieurs conditions doivent étres
veérifiées. Les modéles d’ajustement obtenus pour les différentes réponses concernant les deux
matrices végétales utilisées sont illustrés dans la figure 11. Comme on peut le constater, une
bonne qualité d’ajustement est présentée pour les TPC et la chlorophylle, avec des R? de 0.92,
0.90; 0.95, 0.87 respectivement pour jujube et figue de barbarie, ces valeurs
approximativement proches a celles de Rzajusté. Cela, indique une bonne représentation et
explication de la variabilité des réponses par le modele proposé [42]. Selon [41], un modele
est considéré adéquat quand R*> 0.75. De plus, I’analyse d’ANOVA montre que le modéle
polynomial est hautement significatif avec P-value compris entre 0.0002 a< 0.0005 pour
jujube et entre 0.0034 a 0.0309 pour figue de barbarie. De plus, les valeurs de I’erreur
d’ajustement (Lack of fit en anglais) sont supérieures a 0.05, ce qui signifie que le manque

d’ajustement n’est pas significatif.
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Figure 11 : Comparaison entre les valeurs prédites des TPC, chlorophylles et les valeurs
expérimentales pour jujube (A), (B) et la figue de barbarie (C), (D)

111.3.2.3. Analyse de la variance ANOVA

Une analyse de la variance (ANOVA) a été réalisée sur les résultats obtenus. Cette analyse
permet de tester la pertinence des variables impliquées dans le modele étudié et de représenter
graphiquement I’importance de chaque facteur sur la réponse étudiée. Les résultats sont
représentes dans le tableau XIV.

La valeur «F-value» dépend du nombre de degrés de liberté impliqués dans le modéle qui est
représentée dans la colonne Prob> F a un niveau de confiance de 95% par référence a une
table statistique. De ce fait, les effets ayant une influence hautement significative sur les

réponses sont ceux ayant un P<0.0001.
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s Jujube

Le tableau XVI a montré clairement 1’existence d’un seul effet linéaire X3 pour les deux
variables quantitatives qui est hautement significatif, suivie d’un effet quadratique significatif
(X3)%. Cependant, aucun effet d’interaction n’a été obtenu pour I’huile enrichie par le jujube
sur les TPC. Concernant les résultats obtenus dans le tableau XVI, c’est I’effet quadratique
qui a montré une influence significative dans le domaine expérimental étudié avec 1’existence
d’un seul effet d’interaction (X2X4) observé pour I’huile enrichie par le jujube sur les
chlorophylles. Par contre les autres effets d’interaction et quadratiques n’ont montrés aucun
effet significatif. Ainsi, I’effet linéaire suggére une absence totale dans le domaine

expérimental étudié.

Tableau X111 : Analyse de la variance (ANOVA) pour I’estimation de I’effet des différentes
variables sur I’enrichissement de I’huile d’olive en TPC.

Parametre DF Somme des Valeur F Prob>F
carrés
Interception de 14 4,2415672 8.40 0.0001
modele (TPC)
Linéaire
X1 1 0,0001274 0,0040 0,9509
X2 1 0,0002308 0,0072 0,9339
X3 1 3,1316198 97,1786 <0,0001
X4 1 0,0461185 1,4311 0,2547
Quadratique
X12 1 0,1174448 3,6445 0,0805
X22 1 0,1337179 4,1495 0,0643
X3? 1 0,3716995 11,5344 0,0053
X4? 1 0,0595715 1,8486 0,1989
Interaction
X1X2 1 0,0032646 0,1013 0,7557
X1X3 1 0,0010187 0,0316 0,8618
X1X4 1 0,0174586 0,5418 0,4758
X2X3 1 0,0019523 0,0606 0,8097
X2X4 1 0,0017568 0,0545 0,8193
X3X4 1 0,0521161 1,6172 0,2276
Manque 10 0,38670468 3,2531 0,2579
d’ajustement
Pure erreur 2 0,00000000
Erreur totale 12 0,38670468
R2 0.92
R2 Ajusté 0.82
Corr. Total 26 4,6282719

Les réponses d’enrichissement sont données sous formes d’équations polynomiales tenant

compte de I’influence des variables et leurs interactions :

Y(TPC) = 0.87-0.51X3 -0.022 X3* (Eq.4)
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Y (chlorophylle)= 0.071-0.035X2%+0.022 X2X4 (Eq.5)

Tableau X1V : Analyse de la variance (ANOVA) pour I’estimation de I’effet des différentes
variables sur I’enrichissement de 1’huile d’olive en chlorophylles.

Parameétre DF Somme des Valeur F Prob>F
carrés

Interception 14 0,01176576 7,7587 0,0005
de modéle

(chlorophylle)

Linéaire
X1 1 0,00000018 0,0016 0,9683
X2 1 0,00037467 3,4590 0,0876
X3 1 0,00003167 0,2923 0,5986
X4 1 0,00002111 0,1949 0,6667
Quadratique
X12 1 0,00000043 0,0040 0,9508
X2° 1 0,00673861 62,2114 <,0001
X3 1 0,00001635 0,1509 0,7044
X42 1 0,00009120 0,8420 0,3769
Interaction

X1X2 1 0,00003141 0,2900 0,6001
X1X3 1 0,00002770 0,2557 0,6222
X1X4 1 0,00027778 2,5645 0,1353
X2X3 1 0,00014725 1,3594 0,2663
X2X4 1 0,00200738 18,5323 0,0010
X3X4 1 0,00001798 0,1660 0,6909
Manque 10 0,00112880 1,3201 0,5061
d’ajustement

Pure erreur 2 0,00017102

Erreur totale 12 0,00129982

R2 0.90

R2 Ajusté 0.78

Corr. Total 26 0,01306558

% Figue de barbarie

Les résultats obtenus dans le (tableau XVI) nous indiquent qu’il y a des effets significatifs et
d’autres non significatifs. En outre, les TPC sont influencés significativement par X2 (effet
linéaire) et par les effets quadratiques (X1)? et (X2)? par contre X1 et X1X2 ne sont pas
significatifs. Concernant la chlorophylle, le tableau XVI nous montre un seul effet

quadratique X1 et aucun effet d’interaction et linéaire n’ont été observés.

Les réponses d’enrichissement sont données sous formes d’équations polynomiales tenant
compte de I’influence des variables et leurs interactions :

Y(TPC)= 1.20-0.2 X2- 0.7X1%+0.3X2? (Eq.6)
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Y (chlorophylle) =0.047 + 0.11 X1% (Eq.7)

Tableau XV : Analyse de la variance (ANOVA) pour I’estimation de 1’effet des différentes

variables sur 1’enrichissement de ’huile d’olive en TPC.

Parameétre DF Somme des Valeur F Prob>F
carrés

Interception 5 1,6340534 17,5996  0,0034
de modele
(TPC)
Linéaire
X1 1 0,0137917 0,7427 0,4282
X2 1 0,2570195 13,8412 0,0137
Quadratique
X12 1 1,2617715 67,9497 0,0004
X2? 1 0,2315731 12,4708 0,0167
Interaction
X1X2 1 0,0659371 3,5509 0,1182
Manque 10 0,09259042 241,5192 0,0041
d’ajustement
Pure erreur 2 0,00025558
Erreur totale 12 0,09284600
R2 0.94
R2 Ajusté 0.82
Corr.Total 10 1,7268994

Parameétre DF Somme des Valeur F Prob> F
carrés

Interception 5 0,00043401 6.4426 0,0309
de modeéle
(chlorophylle)
Linéaire
X1 1 0,00000821 0,6092 0,4704
X2 1 0,00004053 3,0083 0,1434
Quadratique
X1° 1 0,00033629 24,9595 0,0041
X2° 1 0,00003810 2,8279 0,1535
Interaction
X1X2 1 0,00004722 3,5044 0,1201
Manque 3 0,00003620 0,7744 0,6061
d’ajustement
Pure erreur 2 0,00003117
Erreur totale 5 0,00006737
R2 0.86
R2 Ajusté 0.73
Corr.Total 10 0,00050138

Tableau XVI : Analyse de la variance (ANOVA) pour I’estimation de 1’effet des différentes
variables sur I’enrichissement de 1’huile d’olive en chlorophylles.
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111.3.2.4. Surfaces de réponse

D’aprés les observations réalisées lors de 1’étude de la surface de réponse figure (12, 13 et
14), on a déduit que les teneurs en TPC et en chlorophylle diminuent en fonction du temps, et
augmentent en fonction des tempeératures pour 1’huile d’olive enrichie par I’OFI, par contre
diminuent et augmentent en fonction du temps, température, ratio ainsi que diametre des
particules pour I’huile enrichie par ZL en terme des deux réponses étudiées. Ces résultats ont

confirmés ceux obtenus par les tableaux expliqués dans les précédents paragraphes.

(A) (B)

Figure 12 : Surfaces de réponses pour les TPC et la chlorophylle successivement (A)
et (B) pour la figue de barbarie

Page 35



Partie pratique Résultats et discussion

Figure 13 : Surfaces de réponse des TPC pour jujube.
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Figure 14 : Surfaces de réponses de la chlorophylle pour jujube
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111.3.2.5. Conditions optimales

Dans cette étude, les conditions optimales d’enrichissement d’huile d’olive vierge par le
jujube assisté aux ultrasons sont les suivants : 13.20 min, 38.75°C, 1g/20ml, et 250um pour le
temps, la température, le ratio solide-liquide et le diametre respectivement. Les réponses
données en fonction des paramétres étudiés sont de 1.70 + 0.33 mg EGA/kg pour les TPC, et

de 0.07 £ 0.01 mg/kg pour les chlorophylles comme le montre la (figure 15).
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Figure 15 : Les conditions optimales d’enrichissement assisté par ultrasons de 1’huile

d’olive vierge par le jujube.
Les conditions optimales obtenues pour I’enrichissement d’huile d’olive vierge par figue de
barbarie assisté par ultrasons sont : le temps (20min) et la température (45°C), dont la teneur
en TPC et en chlorophylle sont 0.79 £ 0.31 mg EGA/kg, 0.06 + 0.008 mg/kg successivement

comme nous le montre la (figurels6).
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Figure 16: Les conditions optimales d’enrichissement assisté par ultrasons de 1’huile d’olive
vierge par la figue de barbarie.

I11.4. Activités antioxydantes
+ Test du DPPH

Plusieurs auteurs ont déterminés 1’effet scavenger des huiles sur le radical DPPHe a 517 nm
[2]. Les resultats obtenus pour HE et HT exprimés en pourcentage d’inhibition du radical
DPPH sont présentés dans la figure 17 (a-b).

Les résultats du pouvoir anti radicalaire des HE par jujube et HT indiquent que la capacité de
piéger le DPPH est plus importante dans I’HE (61%z=0.01) que dans I’HT (50%z0.02), la
méme chose a été observée dans la (figure 17 (a)) dont on trouve la capacité de piéger le
DPPH pour ’HE avec la figue de barbarie (57%=+0.01) est supérieure a celle de I’'HT
(51%=0.02).
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Figure (17) : Activité scavenger du radical DPPH de HE et HT dilué dans chloroforme pour
les matrice végétales.

+ Test d’ABTS

L’activité antioxydante totale d’une molécule est déduite par sa capacité a inhiber le radical
ABTS™ obtenu a partir de I’ABTS (sel d’ammonium de I’acide 2.2’-azinobis-(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). L’obtention du radical cation résulte du contact de
I’ABTS avec une enzyme de peroxydation (peroxydase metmyoglobine
ou horseradishperoxidase) en présence de H,O, ou d’un oxydant (dioxyde de manganése ou
persulfate de potassium). Le radical ABTS™, en contact avec un donneur de H' conduit &
I’ABTS" et a la décoloration a 734 nm de la solution [46].

Les résultats de (figure 18 (a)) du pouvoir anti radicalaire des HE par jujube et HT indiquent
que la capacité d’inhiber I’ABTS est plus importante dans I’HE (71%=0.01) que dans ’'HT
(52%0.02), la méme indication a été porté dans la (figure 18 (b)), la capacité d’inhiber
ABTS pour I’HE par la figue de barbarie (62%+0.01) est plus importante a celle 'HT
(55%=0.02).
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Figure 18 : Le pourcentage d’inhibition ABTS pour deux HE par deux matrices végétales et

HT.
Les données des deux figures 16 et 17 montrent que le pourcentage d’inhibition des radicaux

libres DPPH et ABTS par les composes phénoliques présents dans I’HE par jujube et figue de
barbarie est plus éleve que celui de I’HT. Pour les deux matrices végétales présentées dans la
(figure 16 et 17) le pourcentage d’inhibition DPPH et ABTS dans le jujube est supérieur a
celui de la figue. En effet, la capacité anti-oxydante des huiles enrichies dépend en grande

partie de la composition chimique de ces matrices végétales essentiellement les composes
phénolique.

4+ Test du pouvoir réducteur

Ce test mesure la capacité a reduire les ions métalliques, le fer ferrique (Fe3+) du
ferrocyanure de potassium pour donner du fer ferreux (Fe2+) [32]; [58]. De nombreux auteurs
considerent la capacité réductrice d’un composé comme indicateur significatif de son pouvoir
antioxydant [32]. Les résultats d’évaluation du pouvoir réducteur pour I’HE par ZL et OFI
sont illustrés dans le tableau XVIII, la capacité réductrice du Fer par ZL et OFI apres
enrichissement est de 104.36 + 3.32, 104.54 + 1.53 (mg/100g DM) respectivement, ces
résultats sont bien supérieurs a ceux obtenus par I’huile témoin qui est de 102.32 +

1.08(mg/100g DM) ce qui signifie la richesse en composants antioxydants des deux matrices
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ont comparant a I’HT. on peut constater qu’il n’y a pas d’amélioration de I’activité réductrice,
voir méme une diminution par rapport a lui témoin. Il a été montré que des effets antagonistes

peuvent avoir lieu dans un mélange complexe d’antioxydant et cela dépend aussi de type test

utilisé.
Tableau XVII : Teneur du pouvoir réducteur de 1’huile d’olive vierge non enrichie et
enrichie par jujube et figue de barbarie.
Huile Enrichie Pouvoir réducteur (FRAP) (mg/ 100g
DM)
Jujube 104.36+3.32
Figue de barbarie 104.54+1.53
Huile non enrichie (témoin) 102.32+ 1.08

111.5. Indice d’acidité

Les résultats d’enrichissement d’huile d’olive vierge donnent un indice d’acidité de 2% pour
I’HE par jujube et de 1.89% pour I’HE par la figue de barbarie, ce qui signifie que les deux
matrices végétales ont une source précicuse d’acides gras. Seul on plusieurs auteurs, les huiles
de qualité supérieure recemment produites présenteront une tres faible acidité, qui ne doivent
pas dépasser 0,35% dans les meilleures huiles d’olive. En revanche, la norme du CIO pour les

acides gras libres dans I'huile d'olive extra vierges doit &tre au maximum de 0,8% [4].
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CONCLUSION

La compréhension du phénoméne d’oxydation est indispensable surtout dans le cas
des aliments, en particulier les huiles végétales dont la dégradation peut avoir des effets
néfastes sur la sécurité alimentaire. Etant donné que les composés phénoliques sont des
molécules bioactives qui pourraient lutter contre 1’oxydation des lipides et porter des effets
bénéfiques sur la santé humaine, leur incorporation peut étre un atout pour 1’amélioration de

la qualité des aliments.

Ce présent travail montre que le model composite centré utilisé dans 1’optimisation
d’enrichissement assisté par ultrasons est validé, les conditions optimales pour HE avec jujube
sont comme suit : le diametre 250um, le temps 13 min, la température 39°C, le ratio 1g/20ml.
Tandis que pour I’HE avec la figue de barbarie sont : diamétre 63um, le temps 20 min,
température 45°C, ratio 1g/20ml. Ces conditions nous ont permis d’avoir une huile plus riche

en substances bioactives a savoir les TPC et la chlorophylle par rapporta HT

La détermination quantitative aprés extraction directe des composés phénoliques des
poudres des deux matrices végeétales étudiées ont donné des valeurs de TPC de 5173.73 + 0.02
mg EGA/100g MS pour ZL et 4677.11 + 0.03 02 mg EGA/100g MS pour OFI. Ces résultats
renforcent 1’idée d’enrichissement et d’exploitation de ZL et d’OFI comme deux sources de
polyphénols naturels. Et la mesure des activités antioxydantes ont montré des pourcentages

d’inhibition des radicaux libres plus important avec les HE que dans les HT.

Ces résultats nous ont permis de conclure que I’incorporation de la poudre des figues
barbaries et jujube dans I’huile d’olive a relativement amélioré sa composition en
antioxydants. Par conséquent, cette huile produite peut constituer un aliment fonctionnel

potentiel par sa richesse en molécules bioactives naturelles.

En perspectives, nous souhaitons continuer notre travail en faisant un enrichissement
par d’autres méthodes innovantes a savoir les micro-ondes et méthodes conventionnelles pour
s’assurer de la meilleure technique pouvant donner une meilleure qualité de 1’huile d’olive.
Egalement, une analyse sensorielle pour I’HE et ’HT afin d’évaluer le degré de préfeérence et
d’appréciations des consommateurs. Enfin, 1’indice de peroxyde, rancimat et test de friture
sont jugés nécessaires pour confirmer I’inhibition de I’oxydation de [I’huile apres
enrichissement et de voir I’efficacité des antioxydants utilisés (figue de barbarie et jujube) et

voir méme assurer une longue conservation de cette huile.
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Résumé

L’¢laboration d’une huile d’olive fonctionnel a gagné ces dix derniéres années un
grand d’intérét en utilisant des matiéres végétales. Dans cette perspective, 1’objectif de notre
travail consiste a optimiser un procédé d’enrichissement de 1’huile d’olive vierge avec les
poudres de Zizyphus lotus et d’Opuntia ficus indica assisté aux ultrasons en utilisant le
modele composite centré. Les facteurs étudiés sont le temps d’induction, diameétre des
particules, température d’enrichissement et ratio solide/liquide. Les résultats ont montrés que
tous les facteurs influencant sur le rendement en polyphénols totaux et en chlorophylle aprés
enrichissement. Dans cette étude, les conditions optimales sont de 13.20 min, 38.75°C,
19/20ml et 250um obtenues par la poudre de jujube enrichie, par contre, elles sont de 20min,
45°C obtenues par la poudre de figue de barbarie enrichie. De plus, I’huile d’olive enrichie
possede une composition plus riche en antioxydants, des activités anti-oxydantes meilleures
également. L’ huile d’olive enrichie par les deux matrices végétales étudiées peut constituer
un aliment fonctionnel pouvant avoir un effet bénéfique sur la santé et qui pourra faire 1’objet

d’industrialisation.

Abstract

The development of a functional olive oil has gained a great deal of interest over the
last ten years using plant materials. In this perspective, the objective of our work is to
optimize a process of enrichment of virgin olive oil with powders of Zizyphus lotus and
Opuntia ficus indica assisted with ultrasound using the composite model centered. The factors
studied are induction time, particle diameter, enrichment temperature and solid / liquid ratio.
The results showed that all factors influencing the yield of total polyphenols and chlorophyll
after enrichment. In this study, the optimum conditions are 13.20 min, 38.75 ° C, 1g / 20ml
and 250um obtained by enriched jujube powder, however, they are 20min, 45 ° C obtained by
enriched fig powder. In addition, the enriched olive oil has a composition richer in
antioxidants, better anti-oxidant activities too. Olive oil enriched by the two plant matrices
studied can be a functional food that can have a beneficial effect on health and can be

industrialized.
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