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Introduction



Les industries agroalimentaires produisent en permanence divers sous-produits. Quelle
que soit leur nature, ils peuvent étre exploités et valorisés en raison de leur richesse en
antioxydants tels que les polyphénols et en sels minéraux (Maria Grimaldi et al., 2020).

Valoriser les sous-produits issus de leurs processus de production représente un défi constant.

L’olivier (Olea europaea L.) est un arbre renommé pour ses fruits et son huile, qui sont
largement reconnus pour leurs qualités nutritionnelles et thérapeutiques. Par ailleurs, les feuilles
d’olivier représentent 10% de la masse globale des olives récoltés, elles sont considérées
comme étant des sous-produits de 1’industrie oléicole (Aouidi, 2012). Aujourd’hui, plusieurs
études scientifiques démontrent que ces dernieres représentent une source de composés

phénoliques, ce qui les rendent intéressantes pour les industries agroalimentaires.

La valorisation des feuilles d'olivier par I'enrichissement du fromage représente un
domaine de recherche novateur et prometteur. Plusieurs objectifs essentiels sont établis dans
cette étude afin d'explorer le potentiel des feuilles d'olivier en tant que source de composés

bioactifs propices (Roila et al., 2019).

Cette recherche revét une importance significative dans le contexte actuel de
développement durable et de recherche d'alternatives nutritionnelles dans I'industrie
alimentaire. En valorisant les feuilles d'olivier par leur intégration dans un produit alimentaire
populaire comme le fromage frais, cette étude contribue a la promotion de pratiques agricoles
durables tout en offrant aux consommateurs un produit enrichi en composes bioactifs
bénéfiques pour la santé. En outre, elle ouvre la voie a de nouvelles opportunités commerciales

et a une valorisation accrue des ressources végetales souvent négligées.

Dans un premier temps, l'étude se focalisera sur l'amélioration des techniques
d'extraction des polyphénols a partir des feuilles d'olivier. L'objectif est d'optimiser le
rendement des extraits tout en préservant leur qualité en utilisant des solvants appropriés et en
explorant des conditions de traitement optimales. Par la suite, les feuilles d’olivier seront
efficacement incorporées dans le processus de production du fromage frais. En étudiant leur
influence sur les caracteéristiques physico-chimiques et sensorielles du fromage, nous pouvons

évaluer leur efficacité dans I'amélioration du produit final.

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail de recherche dont :

(1 La premiere partie est consacree a la synthése bibliographique, abordant des genéralités

sur les feuilles d’olivier et sur le fromage.
1



1 La deuxiéme partie est destinée a I’optimisation d’extraction des polyphénols totaux des
feuilles d’olivier provenant de deux variétés d’olivier : Azeradj et Chemlal, a
I’évaluation de leur activité¢ antioxydante et de les utiliser dans I’enrichissement du

fromage frais



Chapitre 1 : Les généralités sur ’olivier



Chapitre 1 Synthése bibliographique

1 Historique

L’olivier (Olea europaea L.) est un arbre cultivé depuis des millénaires pour ses fruits,
ses olives et son huile. Il a ét¢ d’abord cultivé il y a plusieurs milliers d’années, dans la région
méditerranéenne, ou il est encore largement cultivé aujourd’hui. Les premiéres preuves de la
domestication de I’olivier remontent a environ 6000 ans avant J-C, en Anatolie (Turquie

actuellement) et Levant (Langgut et al., 2019).

L'olivier a joué un rdle important dans de nombreuses civilisations anciennes,
notamment les Grecs, les Romains et les Egyptiens, tant sur le plan économique que
symbolique. Par exemple, dans la Gréce antique, I’olivier est considéré comme sacré et associé
a la déesse Athéna. Les athlétes des Jeux Olympiques antiques étaient couronnés de branches

d'olivier appelé Kotinos en signe de victoire (Swaddling, 1999).

Au fil des siecles, I'olivier est devenu un symbole de paix, de prospérité et de longévité,
et son importance culturelle et économique perdure encore aujourd'hui. Au fil du temps, la
culture de I'olivier s'est répandue dans tout le bassin méditerranéen, ainsi que dans d'autres

régions du monde dotées de climats favorables (Langgut et al., 2019).

2 Présentation de Iolivier

Aujourd'hui, des oliviers sont cultivés dans de nombreux pays, notamment en Espagne,
en ltalie, en Grece, en Tunisie, au Maroc et dans d'autres pays méditerranéens, ainsi que dans
des régions d'’Amérique du Nord et du Sud, d'Afrique du Sud, d'Australie et de Nouvelle-
Zélande (International Olive Council, 2021).

L’Olivier est un arbre vivace aux feuilles persistantes, dur, gris-vert et avec une forme
allongée (Bonnier, 1990). Olea europaea L est ordinairement un arbre de 3 a 5 metres de
hauteur, parfois un arbrisseau de 1,5 a 2 metres de hauteur, plus rarement un arbre pouvant
atteindre 10 a 15 métres (Bonnier, 1990). En allant du bas vers le haut, I'olivier comprend les

parties suivantes : systéme racinaire, tronc, feuille, fleurs et fruit.

L'olivier est apprécié pour ses fruits, qui peuvent étre consommés a 1’état seche, salé,
marinés ou pressés pour produire de I'huile d'olive, largement utilisée dans la cuisine
méditerranéenne et au-dela. En plus de ses utilisations culinaires, 1’olivier est également
précieux car son bois est utilisé pour la fabrication des meubles et des objets artisanaux
(Laporte et al.,, 2021). Toutefois, sa transformation génére des déchets qui pouvant étre

exploités telles les feuilles.
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3 Etude des feuilles d’oliviers

L’industrie oléicole engendre, en plus de I’huile d’olive et les olives de table comme
produits principales, des sous-produits liquides (margines) et solides (grignons, feuilles et
brindilles). Les feuilles d’olivier sont engendrées en grande quantité par I’industrie oléicole.
Durant la récolte, les feuilles sont cueillies avec les olives. Ces sous-produits sont écartés des
olives dans les oliveraies mais aussi dans les huileries. Ils sont estimés a 10% de la masse

globale des olives récoltées (Aouidi, 2012).

3.1 Description des feuilles d’olivier

Les feuilles d'olivier sont larges, de forme ovale et de couleur vert argentée. Elles sont
caractérisées par leur texture coriace, leurs bords lisses et leur face inférieure recouverte de
petites écailles blanchatres (Amouretti et Comet, 1985). La feuille est allongée et coriace avec
des tailles variables selon la variété. Généralement, leur longueur 3 & 5 centimétres et leur
largeur 1 a 1,5 (Polese, 2009 ; Rombi et al., 2015). Sa face supérieure est brillante, d’une
couleur vert foncé, alors que sa face inférieure est grisatre morne. Elle est inodore, amere et se
renouvelle chaque trois ans (Loussert et Brousse, 1978).

3.2 Variétés de feuilles d’olivier

Il existe de nombreuses variétés d’oliviers cultivées a travers le monde, chacune ayant
ses propres caractéristiques en termes de taille, forme, couleur des fruits et saveur de I’huile

d’olive produite.

La variété d’olivier Chemlal (également appelée Achemlal de Kabylie) et la variété
Azeradj (ou Adjeraz) présentent des différences morphologiques distinctes. La variété Chemlal
est robuste et produit de petits fruits, tandis que 1’ Azeradj se distingue par sa floraison précoce
et ses feuilles elliptiques lancéolées. La variété Chemlal est privilégiée pour I’huile d’olive,
contrairement a la variété Azeradj est plus adaptée a la consommation directe comme olive de
table. Chaque variété a son propre profil aromatique et ses avantages spécifiques (Mendil et
Sebai, 2006).
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Figure 1: photographie de la feuille de la variété Figure 2: photographie de la feuille de la variété
Azerad;. Chemlal.

Voici un percu d’autres caractéristiques (ITAFV, 2023) :
1. Variété Chemlal (Achemlal, Achemli)

La variété chemlal est trés vigoureuse et présente un port dressé. Ses fruits, petits et
ovoides, présent environ 2,5 g chacun. Elle est principalement cultivée en kabylie et destiné a
la trituration pour produire de 1’huile d’olivier. Elle présente un rendement en huile qui se situe
entre 18-22%. Elle se distingue par ses taux élevés en eau et en composés phénoliques. Toutes
ces caractéristiques font de la variété chemlal un choix tres attrayant pour la production de
I’huile.

2. Variété Azeradj

Azeradj est une variété cultivée en kabylie. Elle est 1’une des variétés les plus précisées
en termes de floraison (fin de mois de Mai). Ses fruits, de grand taille, et ses feuilles a la forme

elliptique lancéolée, en font une olive de table trés appréciée en raison de sa bonne qualité.

3.3 Composition chimique des feuilles d’olivier

La composition chimique des feuilles différe selon la variété, les conditions climatiques
et I’dge des plantations (Nefzaoui, 1988). Elles renferment une grande quantité de
carbohydrates. Elles sont riches en triterpenes en flavonoides, sécoiridoides dont
I’oleuropéoside, en phénols et en polysaccharides y compris la cellulose et 1’hémicellulose

(Aouidi, 2012). Cette composition détaillée est donnée dans le tableau |.
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Tableau I : Composition chimique global (Boudhrioua et al., 2009).

Les composants La quantité Les composants La quantité
(Boudhrioua (Boudhrioua et al,
et al, 2009) 2009)
Eau 46,2-49,7 a Cellulose 114D
Protéines 50-76a Hémicellulose 13,3b
Lipides 1,0-1,3a Lignine 142 Db
Minéraux 2,8-4,4a Polyphénols totaux 1,3-23b

Carbohydrates 37,1-425a Tannins solubles 0,3b
Fibres brutes 18,0b Tannins condensés 10b

a : correspond aux valeurs exprimeées par rapport a la masse fraiche des feuilles d’olivier.

b : correspond aux valeurs exprimées par rapport a la masse séche des feuilles d’olivier.

MS : matiére séche.
Tableau Il : composition en acides aminés des feuilles d’olivier exprimé en g par kg

d’azote total (MARTIN-GARCIA et MOLINA-ALCOIDE, 2008).

Les acides aminés La Les acides aminés  La concentration

concentration

Arginine 162,0 Tyrosine 32,3
Proline 84,2 Acide aspartique 27,5
Glycine 79,6 Histidine 25,4
Valine 74,8 Lysine 19,1
Alanine 73,8 Méthionine 5,36

Isoleucine 58,8 Cystéine 1,6

Phénylalanine 51,8 Leucine 1,04
Thréonine 46,8 Acides aminés 547
essentiels
Serine 44,5 Acides aminés non 379
essentiels
Acide glutamique 35,1
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Tableau 111 : composition en minéraux des feuilles d’olivier exprimé en g par kg de matiére séche
(FEGEROS et al, 1995).

Les minéraux La concentration
Fer (F) 273,0
Magnésium (Mg) 50,0
Zinc (Zn) 21,3
Calcium (Ca) 12,7
Cuivre (Cu) 10,7
Potassium (K) 6,3
Phosphore (P) 2,1
Manganése (Mn) 1,9

3.4 Utilisation traditionnelle et activités biologiques des feuilles d’olivier

Les feuilles d'olivier sont réputées pour leurs propriétés médicinales et leur utilisation
dans la médecine traditionnelle. VVoici quelques utilisations traditionnelles des feuilles d'olivier
- les feuilles d'olivier peuvent étre préparés en infusion pour ses propriétés antioxydants et anti-
inflammatoires (PerSuri¢ et al., 2019) protegeant ainsi le consommateur des rhumes et des

grippes (Benavente-Garcia et al., 2000).

Ces feuilles sont réputées pour leur capacité a réduire la pression artérielle. Elles
contiennent des composeés tels que I'oléuropéine, qui peuvent aider a dilater les vaisseaux
sanguins et a améliorer la circulation sanguine. Certaines études ont suggéré que la
consommation réguliére du thé a base de feuilles d'olivier peut contribuer a réduire la tension
artérielle chez les personnes souffrant d'hypertension (Giao et al., 2007). L’un des hypotenseurs
les plus fascinant, plusieurs études ont révélé que I’injection intraveineuse de 1’infusion des
feuilles d’Olivier séchées chez la souris restait inefficace contre une tension artérielle normale,
mais avait un effet décroissant sur I’hypertension induite par la rénine et la noradrénaline (De
la Ribeiro et al., 1986). Grace a leur richesse en acides gras mono insaturés, notamment 1’acide
oléique, elle induit une diminution des lipides du plasma dont LDL et VDLD (Huang et
Shumpio, 2008).

Elles peuvent également étre bénéfiques pour les personnes atteintes de diabéte. Des études ont

montré que les extraits de feuilles d'olivier peuvent aider a réguler les niveaux de sucre dans le
7
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sang en améliorant la sensibilité a I'insuline et en réduisant la résistance a l'insuline (Sedef et

Karakaya, 2009). Elles ont des propriétés antimicrobiennes et antifongiques. Elles ont été
utilisées traditionnellement pour traiter les infections bactériennes, les infections fongiques et
les problemes de peau tels que I'acné. De plus, elles peuvent aider & soulager les problémes
digestifs tels que les bralures d'estomac et les ballonnements (Bennani et al., 2007).

3.5 Applications des feuilles d’olivier

o Cosmétique

Les extraits de feuilles d'olivier sont souvent intégrés dans des produits de soins pour la
peau et les cheveux dans des crémes, des lotions, des savons et d'autres produits. Ils sont utilisés
dans cette industrie pour leurs propriétés hydratantes, apaisantes et antioxydantes (Erbay et
Icier, 2010).

o Agro-alimentaire

Les feuilles d’olivier sont utilisées dans 1’assaisonnement ou incorporées dans des plats.
Leurs extraits peuvent également étre utilisés comme conservateurs naturels dans des produits
alimentaires tels que les produits de la charcuterie, les produits marinés ou les sauces pour
prolonger leur durée de conservation de maniere naturelle (Sahin et Bilgin, 2018). En outre,
I'extrait de feuilles d'olivier est utilisé dans des compléments alimentaires sous forme de
capsules ou de comprimés, a consommer selon les recommandations du fabricant pour

bénéficier des propriétés des feuilles (Rajabiestrabadi et al., 2019).

o Autres applications

Les feuilles d'olivier peuvent étre sechées et utilisées comme litiére pour animaux de
compagnie (Espeso et al., 2021). Elles offrent une alternative naturelle aux litiéres synthétiques

et peuvent avoir des propriétés antibactériennes et antifongiques.
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1 Définition du fromage
Selon le codex alimentarius (1978), il est définit comme le produit affiné ou non affiné,
de consistance molle ou semi-dure, dure ou extra-dure qui peut étre enrobé et dans lequel le

rapport protéines de lactosérum/caséine ne dépasse pas celui du lait, et qui est obtenu :

Par coagulation compléte ou partielle des protéines du lait, du lait écrémé, du lait
partiellement écrémé, de la creme, de la creme du lactosérum ou du babeurre, seuls ou en
combinaison, grace a 1’action de la présure ou d’autres agents coagulants appropriés et par

égouttage partiel du lactosérum résultant de cette coagulation

Par I’emploi de techniques de fabrication entrainant la coagulation des protéines du lait
et/ou des produits provenant du lait, de fagon a obtenir un produit fini ayant des caracteéristiques

physiques, chimiques et organoleptiques similaires a celles du produit défini a I’alinéa (a).

1.1 Types de fromage

Les fromages sont répartis en différentes catégories en fonction de divers criteres tels
que I’espece animale, la teneur en eau et la technologie de fabrication. Selon la méthode de
caillage (lactique ou présure), du mode d’égouttage et du type d’affinage il existe plusieurs

types de fromages (Mahaut et al., 2000) :

Frais ou a pates fraiches ;

Pates molles a crodte fleurie et a croQte lavée ;
Pates persillées ;

Pates pressees non cuites et cuites ;

Pates dures ;

Pates filées ;

O o o o o g o

Fondus.

2 Définition du fromage frais

Selon Vignola (2002), le fromage frais se caractérise par une pate molle non affinée, trés
humide, peu minéralisée, avec un golt crémeux ou acide peu marqué, facile a tartiner et a
mélanger avec d'autres aliments. Il s'agit du résultat d'une coagulation lente & dominante acide,
qui est obtenue par I'action des bactéries lactiques, combinée ou non a celle d'une faible quantité
de présure. Ces fromages frais ont une durée de vie limitée de 24 jours (Luquet et Corrieu,

2005), en les maintenant a des températures allant de 0-2°C (Dossou et al., 2006).
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2.1 Types de fromages frais

Differents types de fromages frais existent (Luquet et Corrieu, 2005) :

o Fromage blanc : ¢’est le type le plus connu, car il n’est pas affiné et ni soumis a d’autres
fermentations a par la fermentation lactique. Il est confectionné a partir de lait écrémé
ou partiellement écrémé et est disponible, soit nature, sucré, salé ou aromatise. En
géneral, sa texture est lisse et onctueuse.

o Petit suisse : qui est un dessert a base de lait entier qui se distingue par sa forme
cylindrique et sa texture trés crémeuse. Il est dégusté généralement cru ou avec un peu
de sucre, mais il peut aussi étre utilisé comme base pour la préparation de desserts.

o Demi-sel freqguemment parfumés avec 1’ail, les fines herbes, le poivre ou autres.

2.2 Composition et valeur nutritive

D'apres la FAO (1995), le fromage frais présente une grande valeur biologique et
nutritionnelle, car il offre une alimentation équilibrée riche en protéines, en calcium et en
vitamines A et D. Il est bon pour les enfants, les adolescents, les femmes enceintes et les
personnes agees (Luquet et Corrieu, 2005) et présente une faible teneur en glucides pour les
personnes atteintes de diabete. Le tableau IV présente la valeur nutritionnelle moyenne du
fromage frais.

Tableau IV : valeur nutritionnelle moyenne du fromage frais (Richonnet, 2015).

Constituants Teneur
Matiere seche % 40
Protéines (g/100 g) 10
Lipides (9/100 g) 17
Acides gras saturés (AGS) (mg/100 12
Lactoseg()glloo 9) 3
Sodium (mg/100 g) 520
Calcium (mg/100 g) 85
Phosphore (mg/1009) 155

10
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3 Technologie de fromage

Selon Mahaut et al. (2000) la fabrication des fromages se fait en quatre étapes :

- Premiere étape (standardisation) : la transformation du lait au fromage différe d’un
lait @ un autre ce dernier présente des caractéristiques a savoir la

- richesse en caséine, les équilibres salins, la teneur en lactose, la qualité hygiénique et le
confort thermique. Pour garantir a la fin de fabrication un fromage de qualité répondant
aux exigences demandées par la législation. Les industriels standardisent le lait par
plusieurs moyens.

- Deuxieme étape (coagulation) :

= Par voie acide : A ’aide de ferments lactiques qui transforment le lactose en acide
lactique ou par acidification chimique en ajoutant le CO, avec du GDL
(gluconodeltalactone) comme il est possible d’ajouter les protéines sériques a un pH
acide ;

= Par voie enzymatique : en introduisant dans le lait des enzymes protéolytiques
d’origine animale;

= Par voie mixte : en utilisant a la fois de la présure et de 1’acidification. C’est une voie
qui est utilisée essentiellement dans la fabrication des fromages a pate molle et a pate
pressée non cuite.

- Troisieme étape (égouttage) : dans cette étape le lactosérum présent dans les mailles
du gel formé est ¢liminé progressivement. L’égouttage commence depuis les cuves de
coagulation, puis dans les moules et enfin dans les héloirs d’affinage.

- Quatrieme étape (affinage) : selon le type du fromage, le caillé pourrait étre affiné ou
non. Cette phase d’affinage consiste a digérer les constituants du caillé a I’aide

d’enzymes.

Le schéma suivant résume les différentes étapes :

11
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Latt ero fermentation spontanée 4 température
ambiante pendant 48h

Coagulation

Egouttage

Salage

Fromage frais

Figure 3: schéma de la technologie de fabrication d'un fromage frais traditionnel

4  Fortification alimentaire ou enrichissement des aliments

Selon I’OMS et FAO la fortification des aliments est définie comme étant “I’action qui
consiste a augmenter délibérément la teneur d’un aliment en un micronutriment essentiel
(vitamines et minéraux, y compris oligo-éléments), de facon a améliorer la qualité nutritionnelle
de I’alimentation et a apporter un bénéfice sur le plan de la santé publique avec un risque

minimal pour la santé.”

Dans ce présent travail, notre intérét se porte sur 1’enrichissement du fromage frais en utilisant
les feuilles d’olivier connues par leur richesse en substances bioactives et dépourvues d’effets
néfastes sur la santé. Pour cela, un recensement de travaux anterieurs relatifs a I’enrichissement
des fromages par les produits naturels est fait au préalable, afin de diversifier la gamme de

fromage déja existante et de leur donner une valeur ajoutée.

5 Enrichissement des fromages

Selon Difonzo et al. (2023) I’industrie alimentaire génére divers sous-produits, dont le
potentiel est non négligeable. Certains d’entre eux peuvent étre valorisés grace a leur richesse
en antioxydants y compris les polyphénols et en composes dotés de propriétés antimicrobiennes
mais aussi a leur application dans la production de fromage a été testée avec des résultats

positifs.
12
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Les travaux réalisés récemment sur 1’enrichissement des fromages par les produits

naturels y compris les sous-produits sont énumérés dans le tableau suivant :

Tableau V : travaux sur I’enrichissement des fromages par les sous-produits et les produitsnaturels
(Difonzo et al., 2023).

Type de Les sous- Le
fromage produits but
Fromage frais L’écorce de Prolonger la durée de conservation.
concombre
Fromage doux Sous-produit Améliore les propriétés anti oxydantes et
d’olive sensorielles.
Fromage doux feuilles de Améliore la qualité antimicrobienne, la texture
céleri et

les propriétés sensorielles

Fromage a peau de raisin Améliore la qualité antioxydante
tartiner blanc
Mozzarella Peau de banane Améliore les propriétés antimicrobiennes et
antioxydantes.
Fromage Enrichissement Reéduire le niveau de cholestérol sanguin
Ricotta en endiminuant son absorption

phytostérol intestinale
Fromage frais Coque de enrichissement nutritionnel et I'allongement de
chataigne la durée de vie
Fromage Liposomes Améliore I’activité antioxydante
de de lécithine
brebis d'huile
essentielle de
thym
Fromag Extraits de thé Améliore la qualité nutritionnelle
ea de
tartine montagne et
r d'ecorce
d'orange.
Fromage Enrichissem améliore I'état oxydatif des animaux
de entavec
brebis Sulla
coronarium L
Fromage Safran Ameliore la qualité organoleptique et
Kradi nutritionnelle
Fromage/ lait Feuilles Améliore les propriéetés de fromage et la
de d’olivier valeur
fromage nutritionnelle
Fromage en Micro-algues Améliore les caractéristiques microbiologiques
saumure et metabolomiques

13
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Fromage Brocoli Améliore les propriétés physicochimiques,
Ricotta antioxydants, rhéologiques et sensoriels
Fromage blanc Framboise, Améliore la qualite nutritionnelle
Myrtille et etantimicrobienne
Sureau

14
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1 Matériel
1.1 Matériel végetal

Les feuilles d’olivier (Figure 4) ont été récoltées au mois de février de I’année 2024 et
sont isuus de différentes régions, de la wilaya de Bouira, la premiere variété Azeradj vient de

larégion OQuatouf Ahl El ksar et la deuxieme variété Chemlal Talamine Ahl El Ksar Bouira.

Figure 4 : photographie des feuilles d'olivier.

1.2 Produits chimique
Les produits utilisés pour la réalisation de ce travail : Acide citrique, Glucose,

Monocarbonate de sodium (NaCQO3), Folin Ciocalteu, chlorure d’aluminium (AlCI3), Ethanol,
DPPH, Vanilline, HCI, Méthanol, Phosphomolybdate d’ammonium, ABTS, NaOH, et
Phénolphtaléine.

1.3 Appareillage
Etuve ventilée, Balance, Plaque agitatrice, Bain- Marie, Spectrophotometre UV-Visible,

pH métre, Four a moufle et Réfractometre.

2 Meéthodes
2.1 L’échantillonnage

Une fois récoltés, les feuilles d’olivier sont bien nettoyées a 1’eau et sont essuyées par

un papier absorbant. Elles sont par la suite mises dans une étuve ventilée a 40 °C pendant 48 h.

Les feuilles ont été broyés I’aide d’un broyeur afin d’obtenir une poudre, cette derniere est

tamisé (250um) (Figure 5).
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A

Figure 5: photographie des poudres de deux variétés Chemlal (C) et Azeradj (A).

2.2 Préparation du solvant eutectique d’extraction (2/1)

Une classe de solvant tres prometteuses sont les solvants eutectiques profonds (DES),
qui comprennent des donneurs de liaisons hydrogéne (HBD) et des accepteurs de liaisons
hydrogene (HBA) par interaction de liaisons hydrogéne (Mansur et al., 2019). Le rapport
approprié des composants est choisi pour former un mélange eutectique. Comparés aux solvants
organiques, les DES sont faciles a préparer, présentent de faibles niveaux de toxicité et sont

largement biodégradables.

Le solvant eutectique utilisé dans cette étude est préparé selon la méthode rapportée par
(A,R Mansur et al., 2019). Le HBA (glucose) et le HBD (acide citrique) ont été combinés dans
le rapport molaire (2 :1) et agités en continu a une vitesse de 600 rpm a 70°C a I’aide d’une
plaque magnétique jusqu’a formation d’une solution uniformément transparente.
2.3 Extraction par solvant

Le schéma présenté dans la figure 6 résume les différentes étapes du protocole
d'extraction par solvant. D'abord nous avons mélanger la poudre des feuilles d'olivier avec le
solvant (acide citrique/ glucose). Par la suite, ce mélange est agité a une température de 60°C.
L'agitation de cette étape permet d'améliorer I'extraction des composés d'intérét présents dans
les feuilles (PPT). Une fois que le mélange a été agité, il est filtré pour séparer I'extrait des
résidus solides. Enfin, le produit final de cette methode d'extraction par solvant est I'extrait

obtenu apreés filtration.

La poudre des feuilles ) Agitation & 680°C ) Filtration o Extrait
d’olivier +solvant

Figure 6 : schéma de protocole de préparation de I’extrait.
2.4 Etude préliminaire

Dans le but d’optimiser les conditions d’extraction des polyphénols totaux contenus
dans des feuilles d’olivier, trois facteurs majeurs ont été choisi :

o Le temps d’extraction : 30 min, 60 min, 90 min et 120 min.
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o La vitesse d’agitation : 100 rpm, 300 rpm, 500 rpm, 700 rpm et 900 rpm.

0 Le rapport solide/liquide : 1/30 g/mL, 1/40 g/mL, 1/50 g/mL, 1/60 g/mL, 1/70 g/mL,
1/80 g/mL et 1/90g/mL

Pour chaque essai, nous avons fait varier un parameétre et fixé tous les paramétres restants.

2.5 Optimisation

Un mode¢le composite central (CCD) pour 1’extraction a été utilisé avec trois variables
indépendantes, le temps (X1), la vitesse d’agitation (X2) et le rapport solide/liquide (X3) sur la
réponse polyphénols totaux (PPT). Le plan expérimental contenait 20 essais, avec 8 ponts
factoriels, 6 points axiaux et 6 points centraux.

2.6 Préparation du fromage frais
Le schéma ci-dessous explique les étapes a suivre pour préparer du fromage frais

traditionnellement :

1.5L du lait entier
Candia UHT

|
| Préchauffage 245°C |
l :
| Malaxage |

‘ Chauffage pendant 10-15min a ‘
30°C

 L'ajout de 150mL de la
créeme fraiche et 5
cuilléres du jus de

| Egouttage pendant 1h30 |

Figure 7: schéma explicatif de la préparation d’un fromage frais traditionnellement
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3 Etude phytochimique
3.1 Dosage des polyphénols totaux

Principe : le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (HsPW12040) et
d’acide phosphomolybdique (HsPM012040). Lors de 1’oxydation des phénols, il est réduit, en
un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdeéne (Ribéreau-Gayon, 1968). La
coloration produite, dont 1’absorption maximum est comprise entre 725 et 750 nm est

proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végetaux.

Mode opératoire : dans un tube a essai 500uL d’échantillon est mélangé avec 2500uL du
Folin-Ciocalteu (dilué 1/10) et ImL de Monocarbonate de sodium NaCOz L’ensemble des tubes
sont mis au bain-Marie a une température de 50 °C pendant 15 min. La lecture des absorbances
se fait a ’aide d’un spectrophotométre a 760nm (Brahmi et al., 2022). Les résultats sont
exprimés en mg équivalent acide gallique par 100 g de matiere seche.

3.2 Dosage des flavonoides

Principe : une formation d’un complexe coloré est due a la présence du chlorure d’aluminium
en raison que les flavonoides possédent un groupement (OH) libre en position 5 et groupement
CO. Des complexes jaunatres sont formés par les flavonoides sous ’action de chélation des
métaux (fer et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir
a deux atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons

(Benderradji, 2018).

A la fin du dosage nous allons avoir de différentes absorbances qui vont servir pour le calcul

des concentrations, en utilisant 1’équation de courbes d’étalonnage réalisée avec la quercétine.

Mode opératoire : a partir de I’extrait dilué (1/3) on prend 1ml et on I’ajoute Iml de chlorure
d’aluminium AICl3 (2%) (Brahmi et al., 2015). L’ensemble est incubé a température ambiante
pendant 15min. L’absorbance est mesuré a 430nm.

3.3 Dosage des tannins condensés totaux

Principe : les tannins condensés sont déterminés par la méthode a la vanilline en milieu acide,
basée sur la capacité de celle-ci a réagir avec les unités des tannins condensés en présence
d’acide pour produire un complexe coloré qui absorbe a 550 nm. La réactivité de la vanilline

avec les tannins n’implique que la premiére unité du polymére (Julkunen- Titto, 1985).

Mode opératoire : I’extrait des feuilles d’olivier (50 puL) a été mélangé avec 150 uL de la
vanilline/méthanol a 4% dans des tubes a essai, ensuite le mélange est agité par le vortex. Apres
24 h d’incubation a 4 °C, 750 uL d’HCL est ajouté au mélange déja préparé. L’ensemble est

laissé agir pendant 20 min a température ambiante. L’absorbance est mesurée a 550 nm, les
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résultats sont rapportés en mg équivalent acide tannique par 100 g de matiere séche.

3.4 Evaluation de ’activité antioxydante
3.4.1 Pouvoir anti-radicalaire au DPPH

Principe : le DPPH" (2-2-Diphényle-1- picryl-hydrazyl), est un radical libre stable violet en
solution, et présente une absorbance caractéristigue a 517 nm. Cette couleur disparait
rapidement lorsque le DPPH" est reduit en diphényle picryl-hydrazine par un composé a
propriété anti-radicalaire, entrainant ainsi une décoloration. L’intensité de la coloration est
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons
(Talbi et al., 2015).

Mode opératoire : la solution de DPPH est préparée a 0,1 mM, puis 2 mL de chaque extrait
dilué est mélangé avec 150 L de la solution au DPPH. Le mélange est incubé pendant 1 h a
I’obscurité et les I’absorbance est lue a I’aide d’un spectrophotometre a 517 nm (Brahmi et al.,

2015). Le pourcentage de réduction des radicaux DPPH" est exprimé selon la formule suivante :

% d’inhibition = [AbScont - AbSécha/AbScont] X100

Sachant que :
1% : Pourcentage de 1’activité anti-radicalaire.
Abscont : Absorbance du contréle.
Absecha : Absorbance de 1’échantillon.

L’ICs0 qui est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de
radical DPPH" est ensuite calculée graphiquement et les résultats sont exprimés en mg/mL
(Selaimia et al., 2020).

3.4.2 Test de décoloration du cation radiculaire ABTS*
Principe : Cette méthode est basée sur 1’électrooxydation chimique de I’ABTS par sa réaction
avec le persulfate de potassium en donnant un radical ABTS*" de couleur bleu-vert (Schwarz

et al., 2007). Ce radical (ABTS*") est formé par arrachement d’un électron a un atome d’azote

d’ABTS. En présence d’un antioxydant (donneur H), I’atome d’azote concerné piégé un proton
H conduisant a ABTS* ', ce qui entraine la décoloration de la solution. Cette décoloration est
mesurée par spectrophotomeétre a 734 nm (Kim et Lee, 2009).

Mode opératoire : 100 pL d’extrait sont ajoutés a 3 mL d’ABTS qui a été dilué avec 1’éthanol
jusqu’a obtention d’une absorbance de 0,7 + 0,02nm. Le tout est incubé pendant 10 min ensuite

I’absorbance est mesurée a 734 nm.
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Le pourcentage d’inhibition ainsi que 1’ICsg ont été déterminés de la méme maniére tel que il a

été décrit précedemment pour le DPPH.

3.4.3 Test de phosphomlybdate d’ammonium

Principe : la méthode utilisant le phosphomolybdate d’ammonium est un test antioxydant
important basé sur la réduction de Mo*® en Mo™ par un composé antioxydant. Ceci conduit a
la formation d’un complexe de phosphate/ Mo*®, de couleur verte, avec une absorption

maximale a 695 nm (Nagavani et al., 2010).

Mode opératoire : dans des tubes a essai sont introduits 200 pL a différentes concentrations
d’extraits, puis 2mL de réactif de phosphomolybdate d’ammonium composé de H.SO4 (0,6 M),
de Na2HPO4(28 mM) et du phosphomolybdate d’ammonium (4 mM) est ajouté et le mélange
est incubé a 90 °C pendant 1 h et 30 min au bain Marie. Enfin, la lecture est faite au
spectrophotometre a 695 nm (Brahmi et al., 2014). Les résultats sont exprimés en ICsg

(mg/mL).
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4 Analyses physico-chimiques du fromage frais
41 pH
Le pH des fromages élaborés a été mesuré par immersion directe de la sonde pH dans les

échantillons a analyser.

4.2 Acidité titrable

Principe : I’acidité titrable a été réalisée selon le protocole décrit par Shori et Baba (2013).
Mode opératoire : une quantité de chaque fromage (1g) a été additionnée a 10mL d’eau
distillée, la solution obtenue a été homogénéisée. Pour déterminer 1’acidité de chaque
échantillon, quelques gouttes de phénolphtaléine ont été ajoutées a la solution préparée puis le
titrage est effectué avec une solution d’hydroxyde de sodium NaOH (0,1N) jusqu’au virage de

couleur.

L’acidité est exprimée en degré Dornic (°D) ou : 1°D représente 0,1g d’acide lactique dans un

litre de lait. L’acide lactique est déterminé par la loi suivante :

Veq

Cn=9x %

Cn : concentration massique (g/1).
Veq : Volume de NaOH utilisé (ml).
Va : volume de lait (fromage) utilisé (ml)
L’acidité titrable est estimée comme suit :

AT (°D) = Cpx 10

4.3 Brix

Le degré Brix est déterminé a 1’aide d’un réfractomeétre (Atago, Tokyo, Japon). Il représente la
matiére séche soluble présente dans 1’échantillon et est corrélé a la teneur en sucres (Roussos
etal., 2011).

4.4 Détermination du taux de cendres

Principe : la détermination du taux de cendres d’un échantillon donné consiste a le faire
calciner dans un four a moufle jusqu’a I’obtention d’une cendre blanche a grise (NF V05113,
1972).

Mode opératoire : Trois creusets en porcelaine contenant 1 g d’échantillon de chaque fromage

ont été placés dans un four (Nabertherm, Allemagne) réglé a 900 °C pendant 1h30 min.
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La teneur en cendre est déterminée selon la formule suivante :

CD% = ((M1-M2) /P) X 100

Sachant que :

Cd% : Teneur en cendre.

M1 : Masse du creuset + cendre en (g)
M2 : Masse du creuset vide (g)
P : Masse de la prise d’essai (Q)

5 Analyse statistique

Tous les résultats sont exprimés en moyennes de trois valeurs + écart types. Les résultats
des essais préliminaires sont analysés par STATISTICA version 10, basé sur I’analyse de la
variance (ANOVA- MANOVA). Les résultats expérimentaux du plan d’expérience de CCD
sont analysés par le logiciel JIMP.
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1 Extraction des polyphénols totaux
1.1 Etude préliminaire

a) Effet du temps

Les performances de I'extraction des composés phénoliques sont influencées par divers
facteurs, tels que le temps (Che Sulaiman et al., 2017). L’évaluation de 1’impact du temps
d’extraction des composés phénoliques des feuilles d’olivier des deux variétés prédominantes

locales (Azeradj et Chemlal) est illustrée dans la figure suivante :
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& 5000 & 6000 b
= c =
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2 9 1000
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Figure 8: effet de temps d’extraction sur la teneur en polyphénols totaux des feuilles d’olivier
de la variété Azeradj (A) et de la variété Chemlal (B).

Les moyennes en concentrations en polyphénols totaux affectées de différentes
lettres indiquent des différences significatives (P 0,05), celles suivies de la méme lettre ne sont
significativement différentes.

Les données relatives a I'effet du temps sur I'extraction des polyphénols totaux (PPT) de
la variété Azeradj indiquent une relation différentielle. A l'origine, le taux de PPT est de 4546,3
mg EAG/100 g MS a 30 minutes, mais cette valeur diminue a 3787,04 mg EAG/100 g MS apres
60 minutes. Le rendement atteint un maximum de 5023,14 mg EAG/100 g MS a 90 minutes,
puis descend a 3939,81 mg EAG/100 g MS a 120 minutes. Cette variabilité laisse entendre qu'il
y a une durée idéale pour extraire les polyphénols, qui semble étre d'environ 90 minutes. Une
fois cette période écoulée, il est probable que le rendement diminue en raison de la dégradation
des polyphénols ou de I'épuisement des composés extraits. Par conséquent, afin d'optimiser

I'extraction, il est conseillé de viser une durée d'environ 90 minutes.

L'extraction des PPT des feuilles d'olivier de la variété Chemlal varie de maniére
significative avec le temps. Le rendement est de 4203,7 mg EAG/100 g MS a 30 minutes, puis
de 2861,10 mg EAG/100 g MS a 60 minutes. Un sommet est atteint a 90 minutes avec une
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teneur de 5662,03 mg EAG/100 g MS pour diminuer aprés a 120 minutes (4861,10 mg
EAG/100 g MS). Selon cette tendance, la durée d'extraction idéale est de 90 minutes. Une
extraction prolongée peut conduire a une détérioration des composés, ce qui réduit leur
efficacité.

Le temps d’extraction dépend de plusieurs facteurs y compris la méthode, le taux
d'extraction des PPT des feuilles d’olivier est relativement important au cours des 30 premiéres
minutes, puis diminuait progressivement en utilisant I’extraction aux ultrasons (lrakli et al.,
2018). En revanche, les méthodes conventionnelles telles que I'extraction a I'éthanol et a I'eau
bouillante peuvent nécessiter jusqu'a 2 heures pour atteindre des efficacités maximales,

augmentant ainsi I'efficacité de I'extraction (Altemimi et al., 2016).

b) Effet de la vitesse d’agitation

La vitesse d’agitation est parmi aussi les parameétres qui peuvent influencer I’extraction
des composés phénoliques. Dans cette étude, I’impact de différentes vitesses d’agitation allant
de 100 & 900 rpm sur I’extraction des PPT des feuilles de deux variétés d’olivier est donné dans

les histogrammes suivant :
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Figure 9: effet de la vitesse d’agitation sur la teneur en polyphénols totaux des feuilles
d’oliviers de la variété Azeradj (A) et la variété Chemlal (B).

Les moyennes en concentrations en polyphénols totaux affectées de différentes
lettres indiquent des différences significatives (P 0,05), celles suivies de la méme lettre ne sont
significativement différentes.
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Selon I'analyse des effets de la vitesse d'agitation, nous constatons que la vitesse optimalepour
extraire les polyphénols totaux de la variété Azeradj est de 700 tr/min, avec un rendementde
6888,89 mg EAG/100 g MS. A des vitesses inférieures (100 tr/min et 300 tr/min), les
performances sont de 6083,33 et 5796,3, respectivement. Tandis que, une baisse importante est
notée a 500 tr/min (4421,29 mg EAG/100 g MS). Le rendement a 900 tr/min (6365,74 mg
EAG/100 g MS) est inférieur a celui donné par 700 tr/min. Cela laisse entendre qu'une agitation
modérée favorise un contact plus efficace entre le solvant et le matériau végétal, ce qui permet

une extraction plus efficace.

En outre, il a été démontré que la vitesse d'agitation de 300 tr/min est la plus performante
pour extraire les polyphénols des feuilles de la variété Chemlal, avec un rendement de 7226,85
mg EAG/100 g MS. Les rendements sont plus faibles a des vitesses plus basses (100 tr/min) et
plus élevées (900 tr/min), de 6884,26 et 6143,52, respectivement. A 500 tr/min, nous constatons
une baisse significative avec un taux de 6138,89 mg EAG/100 g MS. Selon cela, il est
recommandé d'utiliser une agitation modérée a 300 tr/min afin de maximiser I'extraction en

garantissant un contact optimal entre le solvant et le matériau végétal.
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c) Effet du Ratio
Le troisieme facteur étudié qui peut affecter 1’extraction des PPT étant le ratio
solide/liquide. De nombreuses études indiquent que le rapport solvant/solide est normalement
exprimé comme le rapport entre le volume de solvant (mm?®) et le poids de I'échantillon
d'extraction (gramme) et est considéré comme un facteur important dans l'extraction des
composés phénoliques des feuilles d'olivier.
Les résultats obtenus concernant son effet sur le rendement des PPT de feuilles d’olivier

sont enregistrés dans les figures suivantes :
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Figure 10: effet de ratio sur la teneur en polyphénols totaux de la variété Azeradj (A) et de la
variété (B).

Les moyennes en concentrations en polyphénols totaux affectées de différentes
lettres indiquent des différences significatives (P (1 0,05), celles suivies de la méme lettre ne sont
significativement différentes.
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Selon I'étude de l'impact du rapport solvant/échantillon sur la poudre des feuilles
d’olivier de la variété Azeradj, il est démontré que le ratio idéal pour extraire les polyphénols
est de 1/70 (g/mL), avec un rendement maximal de 6117,72 mg EAG/100 g MS. Les ratios
élevés ou bas entrainent des rendements plus faibles. Par exemple, avec un ratio de 1/30 (g/mL),
le rendement atteint 5855,37 mg EAG/100 g MS, tandis qu'avec un ratio de 1/90, il diminue
considérablement a 2247,47 mg EAG/100 g MS. Il est évident que l'utilisation d'un ratio
intermédiaire permet d'obtenir un volume de solvant adéquat pour extraire les polyphénols de
maniere efficace sans diluer excessivement le mélange, ce qui est essentiel pour une extraction

optimale.

Le rapport entre le solvant et I'échantillon est essentiel pour améliorer l'efficacité de
I'extraction des polyphénols. Le rapport idéal pour la variété Chemlal est de 1/80 (g/mL), ce qui
entraine un rendement de 9822,53 mg EAG/100 g MS. Les rendements sont moins élevés pour
les ratios inférieurs (1/30 g/mL) ou légerement supérieurs (1/90 g/mL), avec des teneurs de
4811,72 mg EAG/100 g MS et 8139,73 mg EAG/100 g MS, respectivement. Ces résultats
mettent en évidence le fait qu'un ratio de 1/80 (g/mL) permet d'obtenir un volume de solvant

adéquat pour une extraction optimale.

Le rapport solvant/solide utilisé par les chercheurs pour I'extraction des feuilles d'olivier
variait énormément entre 4 et 100, mais un rapport entre 10 et 50 était principalement rapporté

dans la littérature.

Dans cette étude, trois rapports solvant-solide différents (20 %, 25 % et 30 %) ont été
étudiés. L'analyse des résultats pour les composés phénoliques totaux indique que les

composés phénoliques totaux sont significativement affectés par le rapport solvant-solide.

Selon Elboughdiri et al. (2018). Plus le rapport solvant/solide est eleve (30 %), plus la
teneur en PPT obtenu a partir des feuilles d’olivier est élevée (24,5 mg d'acide caféique/g MS),
ce qui suggere gue le rapport solvant/solide a un effet positif sur le rendement d'extraction. Ceci
est conforme aux principes de transfert de masse. La force motrice lors du transfert de masse
est le gradient de concentration entre le solide et la majeure partie du liquide, qui est plus grand

lorsqu'un rapport solvant/solide plus élevé est utilisé.

Cette étude preliminaire a permis d'identifier les limites inférieures et supérieures

d'extraction des polyphénols totaux pour les deux variétés d'olivier étudiées et les variables
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utilisées, pour une optimisation plus poussée du processus d'extraction des polyphénols en
utilisant le plan de surface réponse est réalisé (Tableau VI).

Tableau VI : niveaux des facteurs choisis pour les essaies de 1’extraction.

Variété Azeradj Variété Chemlal
Niveaux

Variable coudés
S -1 0 +1 -1 0 +1
Temps 60 90 120 60 90 120
(min)
Vitesse 500 700 900 100 300 500
(rpm)
Ratio 1/60 1/70 1/80 1/70 1/80 1/90
(g/mL)

1.2 Optimisation par la méthodologie de surface réponse

La méthode d’extraction, la nature et la concentration du solvant, la température
d’extraction, le pH et le temps d’extraction peuvent tous avoir un impact sur ’efficacité de
I’extraction des polyphénols (Banik et Pandey, 2007). L’extraction des polyphénols totaux a
partir des feuilles d’oliviers a été optimisée en utilisant trois facteurs : le temps (X1), la vitesse
d’agitation (X2) et le ratio (X3). L’impact combiné de ces facteurs peut étre analysé en utilisant
la méthodologie de surface de réponse (MSR), un outil mathématique et statistique qui est
couramment employé pour améliorer les conditions expérimentales d’un processus. Le plan

central composite a été choisi pour cette optimisation.

Le tableau ci-dessous représente les résultats des expériences de ce plan.
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Tableau VII : plan et resultats d'optimisation des condition d'extraction par plan central
composite précis pour les extraits des échantillons du poudre des feuilles d’oliviers de la variété
Azeradj et la variété Chemlal.

Azeradj Chemlal

(@] (@]

—_ _— = — 0~ o

s g £§32 f2 5 5 =z £ 32 52 3%
® El 8= 5 £ o E s E 87 5 §o E -
2 2 £8 2 g3 82 3 2 ££ 2 Eg g2

S| E[-E 2| 88 | B E|§| 28| S| €8 | &

S F 2 & CE 5 3 F JF & IE 5

o o

5 BT | & =Tk

(a (a o
000 90 700 70 634921 5880,79 00a 90 300 70 850529 834827
—+ 60 900 80 8719,14 873843 ++ 12 500 90 1023569 9091,86

000 90 700 70 5833,33 5880,79 000 90 300 80 9074,04 7298,84
0a0 90 500 70 476190 493849 0a0 90 100 80 6820,99 7096,38
++ 12 900 60 4548,61 4664,10 000 90 300 80 7391,98 7298,84

a00 60 700 70 5066,14 5481,64 ++ 12 500 70 8201,06  8540,78
— 60 500 60 3564,81 352868 —+ 60 500 90 6498,32 7708,44
— 60 500 80 3040,12 2852,42 000 90 300 80 6450,62 7298,84

A0 12 700 70 633598 6209,32 +— 12 100 90 7525,25  7648,76

0 0 + 0

000 90 700 70 6283,07 5880,79 +- 12 100 70 5793,65  5585,90
- 0

—+ 60 900 60 709491 688395 00 90 300 90 8821,55 8969,10

- A

00a 90 700 60 5162,04 538514 —+ 60 500 70 8650,79  8529,65

000 90 700 70 5687,83 5880,79 000 90 300 80 6759,30 7298,840
+— 12 500 80 638889 6527,63 — 60 100 90 8787,88  8450,53

000 90 700 70 5767,20 5880,79 000 90 300 80 5370,37 7298,84
+- 12 500 60 6643,25 6551,75 OA 90 500 80 8487,65 8202,78

00 90 700 80 623457 6300,31 a00 60 300 80 7299,38 6401,56
++ 12 900 80 7206,79 7170,71 000 90 300 80 6527,78  7298,84
000 90 700 70 5941,80 5880,79 — 60 100 70 6613,76  7759,96

0OA 90 900 70 682540 693766 A0 12 300 80 5817,90 6006,24
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Les conclusions expérimentales révélent une grande variation des PPT en fonction des
conditions, avec des valeurs variant de 2852,42 a 8738,43 mgEAG/100 g MS pour la variété
Azeradj et de 5370,37 a 10235,69 mg EAG/100 g MS pour la variété Chemlal.

De plus, les résultats de I'analyse montrent que les valeurs expérimentales de PPT sont
souvent similaires aux valeurs prédites, ce qui témoigne d'une adéquation satisfaisante du
modéle utilisé. Par exemple, concernant la variété Azeradj, dans le cas de la configuration (-
++), les PPT expérimentales sont de 8719,14 mg EAG/100 g MS tandis que les PPT prédites
sont de 8738,42 mg EAG/100 g MS, ce qui montre une différence minime. En outre, des
configurations comme (+++) avec une durée de 120 minutes, une vitesse de 900 rpm et un ratio
de 1/80 g/mL ont entrainé des concentrations élevées de polyphénols (7206,79 mg EAG/100 g
expérimentale et 7170,71 mg EAG/100 g prédite). Les mémes constatations ont été notées
concernant la variété Chemlal ou par exemple la configuration (++-) a révélé des teneurs en
PPT expérimentales et prédites sont trés proches et de 4548,61 et 4664,10 mg EAG/100 g MS,

respectivement.
1.3 Validation de modele

[] Coefficient de corrélation
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Figure 11 : coefficient de corrélation des de variété, Azeradj (A) et Chemlal (B)

Les graphiques A et B illustrent la relation entre les valeurs prévues et observées des

concentrations en PPT (mg/100 g MS) pour les variétés Azeradj et Chemlal, respectivement.

En ce qui concerne la variété Azeradj, le graphique A présente un coefficient de

corrélation (R?) proche de 1 (0,97), ce qui suggére une corrélation positive significative. Cela
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suggere que les valeurs prévues sont en parfaite adéquation avec les valeurs observées. La
présence d'une relation linéaire positive visible, ou les points se rapprochent d'une ligne droite,
met en évidence la fiabilité et la prédictivité du modéle utilisé pour predire les valeurs. Cela
démontre que le modele prédictif pour la variété Azeradj est trés précis.

Et d'aprés I'étude du graphique B pour la variété Chemlal, nous constatons également
une étroite corrélation entre les valeurs observées et les valeurs prévues, ce qui laisse entendre
que le modele predictif utilisé est fiable et précis. 1l est possible de reproduire avec une grande
précision les conditions d'extraction optimisées, ce qui garantit des rendements constants de

polyphénols, en raison de la forte corrélation (R? = 0,95) entre les données observées et prévues.

La validation du modele par I'adoption de ce graphique renforce la confiance dans les conditions
d'extraction identifiees, ce qui permet d'améliorer les méthodes d'extraction pour optimiser
I'obtention de PPT des feuilles d'olivier des deux variétés.

1 Défaut d'ajustement

Les résultats obtenus concernant la non-adaptation pour les deux variétés suggerent que
les modeles utilisés pour représenter les données semble étre appropriés (Tableau VIII).
Effectivement, le test F du défaut d'ajustement a une valeur p de 0,4162 et 0,1781 pour les
variétés Azeradj et Chemlal respectivement, ce qui est bien au-dela du seuil de signification de
0,05. En outre, les valeurs maximales du coefficient de détermination (R? max) sont de 0,9879
et 0,9852 pour la variété Azeradj et Chemlal, respectivement, ce qui suggere que les modeles
expliquent une grande partie de la variabilité observée dans les informations. Ces résultats sont
extrémement encourageants et laissent entendre que les modéles sélectionnés sont appropriés
pour décrire le phénomene analysé. Les étapes suivantes pourraient impliquer I'utilisation de

ces modeles afin de faire des prédictions.

Tableau VI11 : défauts d’ajustement de deux variétés d’olivier.
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Source

Défaut
d'ajustement
Erreur pure
Erreur totale

Source

Défaut
d'ajustement
Erreur pure
Erreur totale

Degrés de
liberté
5

9
10

Degrés
de
liberté
5

5
10

[] Tests des effets

Azeradj
Somme des
carrés
465864,06

381734,53
847598,59

Chemlal
Somme
des
carrés
614903,00

255004,89
869907,89

Carré moyen
93172,8

76346,9

Carré moyen

122981

51001

Rapport F
1,2204

Prob.>F
0,4162

R carré max.
0,9879

Rapport F

2,4113

Prob.>F
0,1781

R carré max.
0,9852

L’analyse de variance (ANOVA) pour la teneur en polyphénols totaux (Y) des extraits

de feuilles d’Azeradj et de Chemlal en fonction de temps (X1), de vitesse d’agitation (X2), de

ratio (Xz) et leurs interactions est montre dans le tableau suivant :

Tableau 1X: Analyse de variance (ANOVA) pour la teneur en polyphénols totaux (Y)

des extraits de feuilles en fonction de temps d'extraction, la vitesse d’agitation, le ratio et leurs

interactions.
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Source

Temps (60,120)

Vitesse d'agitation (500,900)
Ratio (60,80)
Temps*Vitesse d'agitation
Temps*Ratio

Vitesse d'agitation*Ratio
Temps*Temps

Vitesse
d'agitation*Vites
se

d'agitation
Ratio*Ratio

Temps (60,120)

Vitesse d'agitation (100,500)
Ratio (70,90)
Temps*Vitesse d'agitation
Temps*Ratio

Vitesse d'agitation*Ratio
Temps*Temps

Vitesse
d'agitation*Vites
se

d'agitation
Ratio*Ratio

Azeradj

Degrés
d
e

liberté

1
1
1
1
1
1
1
1

Somme

€s

carrés
1323795

9991762
2093877
13744157
212643
3202297
3428
9024

3984

Chemlal

N e = N N N e

390686,8
3060280,3
963568,5
2387527,7
941589,9
1142739,4
3296949,2
338303,6

5085213,5

Rapport
F

15,6182
117,8832
24,7036
162,1541
2,5088
37,7808
0,0404
0,1065

0,0470

4,4911

35,1794
11,0767
27,4458
10,8240
13,1363
37,9000
3,8890

58,4569

Probe. >

F

0,1443

0,8447
0,7509

0,8327

0,0601

0,0769
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Les conclusions obtenues précédemment sont confirmées par I'analyse des tests des
effets. Concernant la variété Azeradj, le temps, la vitesse d'agitation et le ratio ont tous des
effets statistiquement significatifs, avec des valeurs de p inférieures au seuil de 5 %. Cela
suggeére que ces trois éléments ont effectivement une influence significative sur la variable
dintérét. En outre, l'interaction entre "Temps*Vitesse d'agitation" et "Vitesse
d'agitation*Ratio" est également extrémement importante, mettant en évidence I'importance de
considérer ces effets combinés lors de la modélisation. En revanche, les autres interactions et
les effets quadratiques ne sont pas considérés comme importants. Ces résultats confirment que
le modéle capture de maniere satisfaisante les principaux effets linéaires et certaines
interactions importantes, mais que les non-linéarités semblent avoir un réle restreint dans ce

contexte.

Quant a la variété Chemlal, d'aprés les résultats, il est évident que divers éléments ont
un impact statistiquement significatif sur la variable observée. Les effets principaux sont
importants pour le temps d'exposition (p=0,0601), la vitesse d'agitation (p=0,0001) et le ratio
(p=0,0076). En outre, il existe également des interactions importantes entre ces facteurs
(temps*vitesse d'agitation, temps*ratio, vitesse d'agitation*ratio), ce qui suggere que les effets

de ces facteurs sont liés les uns aux autres.

La relation entre le temps et la variable dépendante semble non linéaire, comme le
suggere l'effet du temps au carré (p=0,0001). De la méme maniére, l'effet du ratio au carré
(p<0,0001) témoigne d'une relation non linéaire entre le ratio et la variable dépendante. D'autre
part, l'interaction entre la vitesse d'agitation et elle-méme n'est pas significative (p=0,0769), ce
qui laisse supposer une relation linéaire entre la vitesse d'agitation et la variable dépendante.
Globalement, ces conclusions suggérent que les trois éléments clés (temps, vitesse d'agitation,
ratio) et leurs interactions ont une influence significative sur 1’extraction des polyphénols. Il
sera nécessaire de tenir compte de la nature non linéaire de certaines de ces relations lors de

I'interprétation et de la modélisation des résultats.

1 Modéles mathématiques

La corrélation entre le contenu phénolique total () et les trois variables (X1, X2 etX3) est décrite
par 1’équation polynomiale du second ordre. L’équation suivante représente le modele

mathématique choisi aprés I’extraction pour la variété Azeradj :
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Y =5880,7902 + 363,84 X1 + 999,588X: + 457,589X3 - 1310,732X1 X2 +
163,6825X1 X3+ 632,6825X2X3 — 35,30545X1 X1 + 57,284545X2X> -38,06045X3X3

Ce modele comprend 9 termes, parmi lesquels 3 sont linéaires et 6 sont non linéaires.
L'importance et le sens de l'influence de chaque variable sur la variable de réponse Y (PPT)
sont indiques par les coefficients de ces différents termes. La variable X; (le temps) présente un
coefficient positif de 363,84, ce qui indique qu'elle a un impact positif sur Y. De la méme
maniére, les coefficients positifs de 999,588 pour X: (la vitesse d'agitation) et de 457,589 pour
X3 (le ratio) suggérent que ces variables ont également un impact positif sur Y. Toutefois,
I'interaction X1X> montre une interaction négative entre le temps et la vitesse d'agitation, avec
un coefficient négatif de -1310,732. D'un autre cété, les coefficients positifs de 163,6825 pour
X1X3 et de 632,6825 pour X>X3 témoignent d'interactions positives entre le temps et le ratio,
ainsi qu'entre la vitesse d'agitation et le ratio. Finalement, les expressions quadratiques avec des
coefficients négatifs pour X1 X1 et X3Xs, et positifs pour X2Xa, indiquent que les variables ont

des effets non linéaires sur la réponse Y.

L’équation suivante représente le modele mathématique choisi aprés 1’extraction pour

la variété Chemlal :

Y =7298,84 — 197,66X1 + 553,20 X2 + 310,41 X3 + 546,30X1 X2 + 343,07 X1 X3 +
377,95X2X3 — 1094,94X1 X1 + 350,74 X2X2 + 1359,84X3X3

Les 9 termes du modéle mathématique sélectionné pour la variété Chemlal sont
également représentés par des coefficients qui représentent les effets des variables individuelles
et de leurs interactions sur la variable de réponse Y (PPT). La variable X1 (le temps) présente
un coefficient négatif de -197,66, ce qui indique qu'elle a un impact négatif sur Y. D'autre part,
les coefficients positifs de 553,20 pour X (la vitesse d'agitation) et de 310,41 pour X3 (le ratio)
suggerent que ces variables ont un impact positif sur Y. Des coefficients positifs sont également
observés pour les termes d'interaction, avec 546,30 pour X1X2, 343,07 pour X1X3 et 377,95
pour X2Xs, ce qui suggeére des effets positifs des interactions entre ces variables. Finalement,
les termes quadratiques présentent un coefficient négatif de -1094,94 pour X1 X4, tandis que les
coefficients positifs sont de 350,74 pour X»? et de 1359,84 pour Xs2, ce qui suggeére des effets

non linéaires des variables sur la réponse Y.

1 Conditions optimales
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Nous pouvons approfondir notre compréhension des relations entre les variables du

modele et leur influence sur la valeur prédite en analysant le profileur de prévision (Figure 11).
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Figure 12: Teneur prévue en polyphénols totaux et niveau de désirabilité pour les différentes
variables d'optimum extraction de polyphénols a partir d'extraits de feuilles d’ Azeradj (A) et
de feuilles de Chemlal (B).

Concernant la variété Azeradj, un contenu phénolique total maximum de 8738,426 mg
EAG/100 g MS a été obtenu pour I'extrait des feuilles d’olivier variété Azerradj. La valeur
maximale est calculée dans des conditions optimales, en particulier a un ratio de 1/80 (g/mL),
un temps d'extraction de 60 minutes, une vitesse d’agitation 900 rpm et une température de 60
°C.

Des profils de désirabilité sont présentés pour les trois variables d'extraction afin
d'atteindre une extraction optimale des polyphénols (Figure) ce qui suggére que la désirabilité
maximale de 0,94 peut étre obtenue avec les conditions idéales mentionnées précédemment.
Pour la variété Chemlal, un maximum de PPT est obtenu et est de 96306,195 mg EAG/100 g
de MS. Cette valeur maximale a été déterminée dans des conditions optimales, notamment un
ratio de 1/70 (g/mL), une vitesse d’agitation de 500 rpm et une température de 60 °C. Des profils
de désirabilité pour les trois variables d’extraction ont été présentés dans le but d’obtenirune
extraction optimale des polyphénols (Figure 11). Cela laisse entendre que la désirabilité

maximale de 0,996 peut étre obtenue dans les conditions idéales précédentes.
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2 Teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits obtenus

dans les conditions optimales d’extraction
2.1 Teneur en polyphénols totaux

Les résultats obtenus en adoptant les conditions optimales pour les extrais de feuilles
d’oliviers de la variété Azeradj et Chemlal sont proches des valeurs prédites comme le montre

le tableau ci-dessous.

Tableau X: comparaison entre les valeurs expérimentales et prédites en polyphénols totaux
(PPT) des extraits optimisés des feuilles d’olivier des variétés Azeradj et Chemlal.

Concentration en Azeradj Chemlal
PPT (mg
EAG /100g MS)
Valeur 7777,78 + 43,65° 9100,53 + 149,652
expérimentale
Valeur prédit 8738,42 £ 0,94 9630,159 + 0,996

Les moyennes en concentrations en polyphénols totaux affectees de différentes
lettres indiquent des différences significatives (P 0,05), celles suivies de la méme lettre ne sont
significativement différentes.

La quantité expérimentale de 7777,78 + 43,65 mg EAG/100g MS est observée pour la
variété Azeradj, tandis que pour Chemlal, elle est de 9100,53 + 149,65 mg EAG/100g MS. Les
résultats révelent une présence importante de polyphénols, qui jouent un réle essentiel dans
leurs propriétés antioxydantes. Les valeurs expérimentales et prédites sont similaires, ce qui

laisse entendre que les conditions d'extraction optimisées utilisées dans cette étude sont fiables.

Il est a noter que les feuilles de la variété Chemlal sont plus riches en PPT
comparativement a la variété Azeradj. Néanmoins, nous avons constaté que nos resultats sont
plus élevés que ceux de Tamiz et Temur (2016), qui ont découvert une teneur de 3201,7 +
120,8 mg EAG/100 g MS, et plus faibles que ceux d' Unlii (2021) qui ont décelé un taux de
18731+1030 mg EAG/100g MS. En utilisant des solvants différents, tels que le méthanol et le
chlorure de choline—fructose—eau, respectivement, ainsi que des méthodes d'extraction
différentes, cela rend la comparaison plus difficile. Néanmoins, nos résultats restent
acceptables.

2.2 Teneur en flavonoides

Les quantités en flavonoides totaux déterminées dans les extraits de feuilles d’olivier

des variétés Azeradj et Chemlal obtenues dans les conditions optimales sont illustrées dans la

figure suivante :
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Figure 13 : teneurs en flavonoides des extraits optimisés des feuilles d’olivier des variétés

Azeradj et Chemlal.

Les moyennes en concentrations en flavonoides affectées de
différentes lettres indiquent des différences significatives (P [ 0,05), celles suivies de la méme lettre ne sont
significativement différentes.

La quantité totale de flavonoides présente dans les extraits est également importante.
Elle s'éléve a 100,88 + 10,43 mg EQ/100g MS pour la variété Azeradj, tandis que pour la variété
Chemlal, elle atteint une concentration plus faible avec une différence significative (P [1 0,05)
qui est de 52,18 + 2,88 mg EQ/100g MS. Les propriétés medicinales des extraits de feuilles
d'olivier sont influencées par les flavonoides, qui jouent un réle essentiel dans la protection
contre les stress oxydatifs (Mathesuis, 2018). 1l est possible que la distinction significative
entre les deux variétés soit causée par des variations génétiques ou environnementales qui
affectent la biosynthese des flavonoides.
2.3 Teneur en tannins condensés

Les niveaux de tannins condensés des deux variétés présentent des disparités
significatives (P [ 0,05) (Figure 13). La teneur de Ila variété Azeradj est
de 1125 + 58,93 mg/100g MS, tandis que celle de Chemlal est inférieure avec une valeur de
664,29 + 30,30 mg/100 g MS. Les tannins condensés sont reputés pour leur astringence et leurs
avantages pour la santé, en particulier en ce qui concerne la diminution du risque de maladies

cardiovasculaires (Soares et al., 2020).
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Figure 14: teneurs en tannins des extraits optimisés des feuilles d’olivier des variétés

Azeradjet Chemlal.

Les moyennes en concentrations en tannins affectées de différentes lettres indiquent des différences significatives
(P 2 0,05), celles suivies de la méme lettre ne sont significativement différentes.

En confrontant les deux variétés, Chemlal présente généralement des niveaux plus
élevés de polyphénols, tandis qu'Azeradj présente une concentration plus élevée de flavonoides
et de tannins condensés. Il est possible d'utiliser ces différences pour des applications
particulieres en fonction des besoins antioxydants ou thérapeutiques. Les résultats soulignent
I'importance de choisir des conditions d'extraction idéales afin d'optimiser le rendement en
composés bioactifs et montrent la diversité des composés phénoliques chez différentes variétés
d'olivier.
2.4 Evaluation des activités anti-oxydantes des extraits obtenus dans lesconditions optimales
Le tableau ci-dessous récapitule les résultats des divers tests utilisés pour évaluer les

propriétés anti-oxydantes des extraits de feuilles d’olivier des variétés Azeradj et Chemlal.

Tableau XI: résultats des activités anti-oxydantes (ICso en pg/mL) des extraits optimises de

feuilles d’olivier des variétés Azeradj et Chemlal

Test (ICso en pg/mL) Azeradj Chemlal
DPPH 3330 + 56,57° 1357 + 21,212
Phosphomolybdate 194,165 + 159,01 + 9,022
1,18°
ABTS 9750 + 21,21° 7200 + 14,142

Les moyennes en concentrations en tannins affectées de différentes lettres indiquent des différences significatives
(P 71 0,05), celles suivies de la méme lettre ne sont significativement différentes.
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Selon le tableau, les extraits de feuilles d'olivier provenant des deux variétés, Azeradj et

Chemlal, ont montré des propriétés antioxydantes importantes.

En ce qui concerne le test DPPH, qui évalue la capacité a capturer les radicaux libres,
I'extrait de la varieté Chemlal a démontré une meilleure performance avec une
différence significative (P [J 0,05) dont la valeur d’ICso est de 1357 = 21,21 pg/mL, tandisque
la variété Azeradj a affiché une 1Cso de 3330 + 56,57 ug/mL. Une valeur d'ICso plus basse

témoigne d'une capacité antioxydante accrue.

L'activité a également été plus élevée avec une différence significative (P [] 0,05) pour
I'extrait de la variété Chemlal lors du test au molybdate, avec une ICsg de 159,01 + 9,02 pug/mL,

tandis que celle de la variété Azeradj est de 194,165 £ 1,18 pg/mL.

Finalement, lors du test ABTS, qui évalue la capacité a neutraliser les radicaux
cationiques, I'extrait de Chemlal a encore montré une meilleure performance avecune
différence significative (P [1 0,05) et une 1Cso de 7200 + 14,14 pg/mL, tandis que celle de la
variété Azeradj est de 9750 + 21,21 pg/mL.

Globalement, ces trois tests suggérent que I'extrait de feuilles d'olivier de la variété
Chemlal posséde une activité antioxydante supérieure a celle de la variété Azeradj, et ce, dans
les trois expériences effectuées. Ces disparités de potentiel antioxydant peuvent étre expliquées
par des profils phytochimiques différents entre les deux variétés, en particulier en ce qui

concerne la quantité et la composition en composés phénoliques.

En revanche, ces résultats sont difficiles & comparer avec ceux de la bibliographie, car
I'emploi de solvants différents et de méthodes d'extraction différentes diminue la fiabilité d'une

comparaison entre études.

3 Enrichissement du fromage frais par les feuilles d’olivier des variétés
Azeradj et Chemlal

Le tableau ci-apres représente les résultats des analyses physico-chimiques du fromage
frais enrichis avec la poudre de feuilles d’olivier a différentes concentrations : 0,25%, 0,50% et
0,75%.
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Tableau XI1 : résultats des analyses physico-chimiques du fromage enrichi.

Froma Variété Azeradj Variété Chemlal
ge
frais
% 0, 0,5 0,7 0,2 0,5 0,7
25 0 5 5 0 5
Acidité 8,1 6, 6,3 54 4,5 54 54
titrable ( 3
OD)
pH 5,518 6, 6,1 6,0 6,1 6,1 6,1
04 05 72 27 12 03
5
Brix (°B) 1,33 1, 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3
33 3 3 3 3 3
Taux de 0,91 0, 0,7 0,5 0,4 0,7 0,7
Cendre % 77 3 3 1 1 5

Les résultats de pH des différents échantillons de fromage varient entre 5,518 et 6,127.
Ces valeurs sont supérieures a celles rapportées par El Galiou et al. (2015). Cette différence

n’affecte pas la qualité du produit.

L’acidité titrable du fromage frais est supérieure a celle de la variété Azeradj et Chemlal.
L’acidité titrable de la variété Azeradj est de 6,3°D pour les deux échantillons du fromage
enrichis a 0,25% et 0,50% et elle est de 5,4°D pour I’échantillon enrichi a 0,75%. Pour la variété
Chemlal, I’acidité de 1’échantillon enrichi a 0,25% est inférieure aux deux autres échantillons

enrichis a 0,5 et 0,75% avec une valeur de 5,4°D.

Les valeurs obtenues de taux de cendre sont inférieures a celles rapportées par El-Sayed
(2020). La valeur de taux de cendre est de 0,91% pour le fromage frais, elle varie entre 0,53%
et 0,77% pour le fromage enrichi avec les feuilles d’ Azeradj. Par contre, ce taux pour le fromage
enrichi avec la deuxiéme variété varie entre 0,41% et 0,75%.

Le taux de sucre des fromages frais est stable a 1, 33°B cette valeur montre que le

fromage frais est faible en glucide.
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4 Analyse sensorielle

Les données des analyses sensorielles sont rassemblées & partir des questionnaires
(Annexe 1) distribués aux deégustateurs (experts). Les caractéristiques sensorielles de quatre
échantillons de fromage frais, chacun contenant différentes quantités de poudre de feuilles
d'olivier des deux variétés Azeradj et Chemlal respectivement, ont été étudiées. Le fromage
frais non enrichi (échantillon A), représentant 1’échantillon référence, tandis que les
échantillons B, C et D contiennent respectivement 0,25 %, 0,5 % et 0,75 % de poudre de feuilles

d'olivier. Les résultats obtenus sont analysés par le logiciel XL-STAT.
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4.1 Caractérisation du produit

L’identification des descripteurs permet une meilleure discrimination des produits pour
déterminer leurs caractéristiques importantes dans le cadre de I’analyse sensorielle (Husson et
al., 2009).
4.1.1 Pouvoir discriminant par descripteurs

Ce test permet de présenter I’enchainement des caractéristiques du produit sélectionné
par les dégustateurs dans un ordre de discrimination décroissant. Les résultats de ce test sont

presentés dans les figures suivantes :

L’histogramme de la figure (A) résume 1’ensemble des descripteurs et met en évidence
clairement que la couleur, le composé ajouté, 1’odeur, la tartinabilité, gout acide sont les
descripteurs les plus discriminant, pour les fromages préparés avec les feuilles d’olivier de la
variété Azeradj, c’est-a-dire que les sujets experts ont constaté une différence entre les quatre
échantillons de fromage A, B, C et D suivi de gout salé avec un pouvoir discriminant moins
¢levé ce qui suggere qu’une petite différence a été constatée dans ces parameétres. Alors que la
consistance et la texture n’a pas été discriminés, cela prouve que les spécialistes n’ont pas

observé des divergences de ce descripteur.
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Figure 15: graphique des pouvoirs discriminants par descripteurs des fromages enrichis par
les feuilles d’olivier de la variété Azeradj (A) et la variété Chemlal (B).

Selon les résultats obtenus, nous remarquons que le composeé ajouté, 1’aréme, la couleur
et la tartinabilité sont des descripteurs qui ont le plus fort pouvoir discriminant sur les 4
échantillons enrichis avec la variété Chemlal. Par conséquent, les sujets experts ont observé des

différences entre ces caractéristiques. Par contre le gout acide, la texture, la consistance et le
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gout salé sont des descripteurs qui ont le moins pouvoir discriminant suivi d’odeur qui n’est
pas discriminé.
4.1.2 Profil sensoriel

Le graphique Radar également connus sous le nom de toile d’araignée permet de
présenter le profile sensoriel des differents échantillons de produits en fonction des différents
descripteurs sensoriels.

Selon I'analyse du graphique radar, il est clair que I'ajout de poudre d'olive de la variété
Azeradj a un impact important sur le profil sensoriel des fromages frais. Sans aucun ajout,
I'échantillon A présente un polygone plus petit et plus centré, ce qui suggére un profil sensoriel
plus moderé et équilibré, mais avec des scores plus faibles sur toutes les caractéristiques
mesurées.

D'autre part, les échantillons enrichis progressivement en poudre (B a 0,25 %, C a 0,5 % et
D a 0,75 %) présentent des polygones de plus en plus larges, ce qui laisse entendre une
amelioration significative des performances sensorielles. L'incorporation de poudre semble
avoir un effet positif sur la couleur, I'odeur et la texture des fromages, avec des scores qui varient
d'un échantillon a l'autre. Cela suggere que les substances présentes dans la poudre de feuilles
d'olivier, telles que les polyphénols, donnent probablement des arbmes et des saveurs plus
prononcés. En outre, la fermeté et la tartinabilité demeurent assez semblables entre les 4
échantillons, ce qui démontre que l'ajout de poudre ne modifie pas ces caractéristiques
essentielles des fromages frais. Cela permet de considérer I'ajout de poudre d'olivier sans

compromettre la durabilité et I'expansion du produit.

Couleur produit A

Préférences produit B

produit C
produit D

T. Tartinabilité G.salé

T. Consistance G. acide

Texture G. arome

C. ajouté

Figure 16: graphique en radar présentant le profile sensoriel des quatre échantillons de
fromage frais enrichis avec la poudre de feuilles d’olivier de la variété Azeradj.
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Les résultats de la variété Chemlal démontre que 1’échantillon de référence (A) a le
polygone le plus petit avec les scores les plus faibles pour la majorité des descripteurs a

I’exception de la préférence dont la valeur est supérieure par rapport aux autres échantillons.

Ensuite, les échantillons fortifiés progressivement en poudre des feuilles d’ilivier de la
variété Chemlal (B : 0,25%, C : 0,50% et D : 0,75%) présentent des polygones plus larges qui
veut dire une amélioration notable des performances sensorielles. Cette différence est expliquée
par I’ajout de cette poudre qui a un impact sur la couleur, I’arome, le composé ajouté et la

tartinabilité.

Couleur —— produit A

roduit B
Préférences P

produit C

produit D

T. Tartinabilité G. Salé

T.Consistance G. Acide

Texture G. Arome

C.Ajouté

Figure 17 : graphique en radar présentant le profile sensoriel des quatre échantillons de
fromage frais enrichis avec la poudre de feuilles d’olivier de la variété Chemlal.

Dans I’ensemble, ce graphique radar illustre de maniere tres claire 1'effet significatif de
I'incorporation de poudre d'olivier sur I'amélioration globale du profil sensoriel du fromage
frais.

4.1.3 Moyennes ajustées par produits

Ce tableau montre les valeurs moyennes ajustées pour chaque descripteur sensoriel et chaque

échantillon de produit.
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Tableau X111 : moyennes ajustées par produits (A) et (B)

Fromage frais enrichi avec la poudre de feuilles d’olivier Azeradj (A)

G. C. Couleu Odeur T. G. G.salé Textur T.
arom ajouté r Tartina acide e Consist
e bilité ance

EchanB 2,250 4500 4,250 2625 3,750 1,125 1,125 2,375 2,625
EchanC 2,250 4375 3,375 2500 3500 1,375 1,125 2,375 2,625
EchanD 2,000/ 4500 2,750 2,250 3875 1,375 1,250 2,250 2,750
Echan A [i500 [MS00N DSES] BNES GBSO MOO 1125 2375 2750

Fromage frais enrichi avec la poudre de feuilles d’olivier Chemlal (B)

T. T.
Coule  G. G. C. Textur Tartina Consist
ur Acide Arome Ajouté e bilitt Odeur ance G. Salé
EchanD 8,878 1,500] 8,000 #4250 2,500 3,375 2,375 2,875 1,250

EchanC 3,125 1,375 2375 250 2,375 3,625 2,250 2,750 1,250
EchanB 2,625 1,250 1,750 3,625 2,000 [N8875 2,125 2,625 1,375

Echan A HBES] 1125| BEES] MO0 2125 MEWBON 2375 3125 1375

Nous avons pu évaluer I'effet de lI'incorporation graduelle de poudre de feuilles d'olivier
Azeradj, dans un fromage frais grace a l'analyse sensorielle. Les scores des descripteurs
sensoriels tels que le goGt aromatique, la couleur et la tartinabilité sont les plus bas pour
I'échantillon A, qui est sans aucun ajout. Avec I'ajout de 0,25% de poudre des feuilles d'olivier
(échantillon B), ces caractéristiques sont déja nettement améliorées par rapport a la référence
(échantillon A). Les scores pour le go(t aromatique, la couleur et la tartinabilité continuent
d'augmenter de maniere significative avec 0,5% de poudre (échantillon C). Finalement,
I’échantillon D contenant 0,75% de poudre d'olivier donne les meilleures performances pour
ces mémes critéres.

L’échantillon A préparé avec la variété Chemlal a un score faible en ce qui concerne la
couleur, I’arome le composé ajouté et la tartinabilité. Cela est justifié du fait que I’échantillon
A est le fromage témoin (sans ajout). Les échantillons B et C ont chacun un descripteur avec
un score élevé correspondant a la tartinabilité et au composé ajouté, respectivement.
L’échantillon enrichi par 0,75% (D) a montreé les meilleurs scores dont la couleur, ’arome et le

composé ajouté. Cette différence est due a 1’ajout de la poudre des feuilles d’olivier.

Il est évident que l'incorporation graduelle de poudre de feuilles d'olivier permet
d'améliorer considérablement le profil sensoriel du fromage frais, en mettant en valeur les
arémes, la couleur et la facilité d'étalement en bouche. Ceci offre des opportunités captivantes
pour améliorer la formulation du produit et le distinguer sur le marché en fonction des attentes

des consommateurs.
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4.2 Cartographie de préférence PREFMAP
Cette méthode permet de relier les préférences exprimées per les consommateurs aux
caractéristiques sensorielles des produits. Le pourcentage de satisfaction des juges pour chaque

objet est résumé dans la figure 18 et le tableau suivant :

Tableau X1V : Pourcentage des préférences pour chaque échantillon

Objet % Objet %

produit A 20 produit A 40

Variété produit B 80 Variété produit B 80
Azerad] produit C 80 Chemlal produit C 60
(A) produit D 80 (B) produit D 20

Pour la premiére variété (A), les produits B, C et D a base de poudre de feuilles a
différents concentrations (0,25, 0,5 et 0,75%) sont plus appréciés (80%) suivi de produit A
(20%).

La deuxiéme variété (B) présente des pourcentages différents dont le pourcentage de
satisfaction est le plus élevé (80%) pour produit B suivi de produit C (60%). Les produits les
moins appréciés sont A (40 %) et D (20%).
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Courbes de niveau
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Figure 18 : Cartographie de préférence PREFMAP de deux variétés Azeradj (A)
et Chemlal (B)
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Conclusion



Grace a cette étude, les conditions d'extraction par solvant eutectique (acide
citrique/glucose) des polyphénols totaux ont été optimisées, et les paramétres phytochimiques
(dosage des polyphénols totaux, flavonoides, tannins et activités antioxydantes) des extraits de
feuilles d’olivier de la variété Chemlal et Azeradj ont été évalués. Une étude physicochimique
et sensorielle de quatre fromages frais différents en fonction de I'ingrédient ajouté (poudre de

feuilles de la variété Azeradj, poudre de feuilles de la variété Chemlal) est également effectuée.

La valeur maximale en PPT de 777,78 mg EAG/100g MS des feuilles d’olivier Azerad]
est atteinte avec un ratio 1/80 (g/mL), un temps d’extraction de 60 min et une vitesse d’agitation
de 900 rpm. Tandis que, le contenu en PPT maximal de 9100,53 mg EAG/100 g MS des feuilles
d’olivier Chemlal est obtenu en utilisant un ratio 1/70 (g/mL), un temps de 90 min et une vitesse
de 500 rpm. Les teneurs en flavonoides des extraits optimisés des feuilles d’olivier des variétés
Azeradj et Chemlal sont de 100,88 et 52,18 EQ/g MS et les teneurs en tannins sont de 1125 et
664,28 mg/100g MS, respectivement.

Les propriétés antioxydantes des extraits optimisés des feuilles d’olivier de la variété
Azeradj et Chemlal ont été évaluées en utilisant le pouvoir réducteur au phosphomolybdate
d'ammonium, le test antiradicalaire du DPPH et d’ABTS. 1l a été constaté que l'extrait des
feuilles Chemlal présente une activité antioxydante plus élevée que I'extrait des feuillesAzeradj.
L'extrait des feuilles de la variété Chemlal présente des ICso de 159,01 = 9,02 pg/mL pour le
phosphomolybdate, 1357 + 21,21ug/mL pour le DPPH et 7200 + 14,14 pour I’ABTS. Tandis
que, les résultats des ICso pour les feuilles Azeradj sont 194,165+1,18ug/mL pour 1
phosphomolybdate, 3330 + 56,57 ug/mL pour le DPPH et 9750 £ 14,14 02 pg/mL pour I’ABTS.

Les analyses physicochimiques des fromages frais enrichis aux feuilles d’olivier
étudiées ont révélé que les quatre fromages frais présentent une qualité satisfaisante et

respectent les normes en vigueur, tout en étant adaptés a la consommation.

Selon l'analyse sensorielle effectuée, les fromages enrichis en poudre de feuilles
d'olivier sont les plus appréciés par tous les jurys experts comparativement au fromage non

enrichi.
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Les conclusions de cette etude demeurent préliminaires. Il serait donc judicieux de poursuivre

cette étude en réalisant :
0 Ladescription des produits alimentaires a base d'extraits de plantes (feuilles d’olivier).
0 Analysant la composition du fromage frais en utilisant un plan d'expériences afin de
déterminer la formule la plus optimale.
0 Des recherches sur les divers impacts (conservation, nutritionnel et rhéologique...) de
feuilles des deux variétés sur le fromage frais.

0 Des expériences dans la production dautres variétés de fromage enrichi.
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Figure 1: résultats de DPPH pour la variété Azeradj
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Annexe Il : résultats des dosages et des activités anti-oxydantes.

Questionnaire d’évaluation sensorielle

Quatre échantillons de fromage frais codés de 1 jusqu’ a 4 vous sont présentés. Il vous est
demandé d’évaluer les différentes caractéristiques organoleptiques en attribuant une note entre
1 et 5 selon I’échelle présentée.

NB : Veuillez rincer la bouche aprés chaque dégustation d’un échantillon (Echan).

I. Couleur:

1.
2.

4.
5

Blanche
Blanc cassé
Beige

Vert claire
Vert foncé

I1. Odeur :

Absente

Echan
A

Echan B

Echan
C

Echan D

Echan A

Echan B

Echan

Echan D

2. Faible C
3. Moyenne
4. Forte
5. Tres forte
Il1.  Sensation en bouche :
< Goutsalé : Echan A | EchanB | Echan C | Echan
1. Absent D
2. Faible
Moyen
Fort
Tres Fort
s Gout acide :
Absent
Faible
Moyen
Fort
5. Tres fort
< L’arome :

ok~ w

Echan Echan B Echan C Echan

o RE

1. Absent Echan A | EchanB | EchanC | Echan
Faible D

Moyen

Fort
Tres Fort

ok~ w



VI.

Composé ajouté identifié :

1. Absent Echan A | EchanB | Echan Echan
2. Echalotes C D
3. Ail
4. Feuilles d’Olivier
5. Non identifier
Texture :
s Texture :
1. Trés faiblement Echan A | Echan Echan Echan
granuleux B C D
2. Faiblement granuleux
3. Moyen (ni granuleux ni liSse)
4. Lisse
5. Tres lisse
% Consistance :
L Trés mole Echan A | Echan Echan Echan
2. Mole B C D
3. Moyenne
4, Ferme
5. Tres ferme
% Tartinabilité :
1. Tres difficile
2. Difficile Echan A | Echan Echan Echan
3. Moyenne
g B C D
4. Facile
5. Tres facile
Préférence :

¢+ Attribuer une note entre 1 et 9 pour chaque échantillon selon votre préférence
comme présenté dans 1’échelle ci-dessous :

Tres désagréable.
Désagréable.
Assez désagréable.

Assez agréable.
Agréable

Tres agréable.
Extrémement agréable.

NGO~ wWdRE

©

Extrémement désagréable.

Ni agréable, Ni désagréable.

Echantillon A Echantillon
B

Echantillon C

Echantillon
D




Résumé

L'objectif de cette étude est d'ajouter des sous-produits alimentaires a un fromage frais, tels que les feuilles
d'olivier. Avant toute chose, nous avons effectué une amélioration des conditions d'extraction des polyphénols
totaux (PPT) a l'aide d'un solvant eutectique. Par la suite, nous avons évalué les niveaux de PPT, de flavonoides,
tannins et d'activité antioxydante des extraits obtenus en utilisant les paramétres optimaux. Par ailleurs, quelques
analyses physicochimiques et sensorielles ont été réalisées sur le fromage €élaboré. Les feuilles d'olivier Azeradj
atteignent une valeur maximale en PPT de 7777,78 mg EAG/100 g MS avec un ratio 1/80 g/mL, un temps
d'extraction de 60 minutes et une vitesse d’agitation de 900 rpm. Alors que, les feuilles Chemlal ont un contenu
en PPT maximal de 96306,195mg EAG/g MS, nous avons utilisé un ratio de 1/70 g/mL, pendant 90 minutes et a
une vitesse de 500 rpm. Les teneurs en flavonoides de 100,88 et 52,18 EQ/g MS et les teneurs en tannins sont 1125
et 664,28 mg/100 g dans les extraits des variété azeradj et Chemlal, respectivement. D'apres les tests antioxydants,
nous avons conclu que les feuilles Chemlal ont un pouvoir antioxydant plus éleve, avec des ICso de 1357 pg/mL
pour le DPPH, 159,09 pug/mL pour le phosphomolybdate et 7200 ug/mL pour I’ABTS, contrairement aux résultats
obtenus pour Azeradj qui sont de 3330 pg/mL (DPPH), 194,165 pg/mL (Phosphomolybdate) et 9750 pg/mL
(ABTS). Les analyses physico-chimiques ont révélé que le fromage préparé est conforme. Selon les analyses

sensorielles, les fromages frais enrichis en poudre de feuilles d’olivier ont été appréciés par les spécialistes.

Mots clés : feuilles d’olivier ; optimisation d’extraction ; composé phénolique ; activité antioxydante ; fromage

frais.

Abstract

The aim of this study was to add food by-products, such as olive leaves to fresh cheese. Initially, the extraction
conditions of total polyphenols (TP) were optimized using a eutectic solvent. Subsequently, the levels of TP,
flavonoids, tannins, and antioxidant activity of the extracts obtained using the optimal parameters were evaluated.
Furthermore, some physicochemical and sensory analyses were performed on the prepared cheese. The Azeradj
olive leaves reached a maximum TP value of 7777.78 mg GAE/100 g DM with a 1/80 g/mL ratio, an extraction
time of 60 minutes, and a stirring speed of 900 rpm. In contrast, the Chemlal leaves had a maximum TP content of
96306.195 mg GAE/g DM, using a 1/70 g/mL ratio, for 90 minutes, at a speed of 500 rpm. The flavonoid contents
were 100.88 and 52.18 QE/g DM, and the tannin contents were 1125 and 664.28 in the extracts of Azeradjand
Chemlal varieties, respectively. According to antioxidant tests, we concluded that Chemlal leaves have a higher
antioxidant power, with 1Cso values of 1357 ug/mL for DPPH, 159.09 pg/mL for phosphomolybdate, and 7200
ng/mL for ABTS, compared to the results obtained for Azeradj, which were 3330 ug/mL (DPPH), 194.165 pg/mL
(phosphomolybdate), and 9750 ug/mL (ABTS). Physicochemical analyses revealed that the prepared cheese was
compliant. According to sensory analyses, the fresh cheeses enriched with olive leaf powder were appreciated by

the specialists.

Keywords: olive leaves; phenolic compounds; optimization of extraction; antioxidant activity; fresh cheese.



