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Résumé
Une grande partie de 1‘intérét des recherches actuelles porte sur 1‘étude des molécules antioxydantes
d‘origine naturelle. Cette étude est consacré a 1‘étude phytochimique et 1‘évaluation de l‘activité
antioxydante de trois échantillons d’huiles d’olive extra vierge Algérienne (BIBAN et RAJAA) et
Italienne (ORO VERDE).Au cours de cette étude, nous avons déterminé les teneurs en composes
phénoliques (polyphénols totaux et flavonoides) et nous avons testé la capacité antioxydante par la
méthode de réduction du fer (FRAP). Les résultats obtenus pour la teneur en polyphénols totaux
révelent que I’huile (ORO VERDE) présente une teneur plus élevée que celle des huiles BIBAN et
RAJAA. Par contre la teneur en flavonoides indique que les plus grande valeurs sont celle des huiles
algériens par rapport a celle I’huile italienne. Les résultats relatifs au pouvoir réducteur ont montré que
I’huile BIBAN exerce la meilleure capacité antioxydante.
Mots clés : huile d’olive, polyphénols, flavonoides, activité antioxydante, pouvoir réducteur.
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Abstract

A large part of the current research related to the study of antioxidants molecules of naturel origin .this
study is devoted to the phytochemical study and the evaluation of the antioxidant activity of three
samples of Algerian (BIBAN et RAJAA) and Italian (ORO VERDE) extra virgin olive oils.

During this study, we determined the levels of phenolic compounds (total polyphenols and flavonoids)
and we tested the antioxidant capacity by the ferric reducing antioxidant power method (FRAP).The
results obtained for the content of total polyphenols show that oil (ORO VERDE) has a higher content
than that of BIBAN and RAJAA oils. On the other hand, the flavonoid content indicates that the
highest values are of Algerian oils BIBAN and RAJAA compared to that of Italian oil. The reducing
power results showed that BIBAN oil exerts the best antioxidant capacity.

Key words: olive oil, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, reducing power.
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Introduction

Olea europaea communément appelé olivier est non seulement un arbre a fruit délicieux
mais il représente aussi une importante source de bienfaits pour la santé. En dehors de I’olive
en tant que fruit, I’huile qui en est issue est une importante source de nutrition.

L’huile d’olive est la principale source de matiéres grasses du régime méditerranéen ou du
régime crétois. On la retrouve a travers ’histoire, depuis la civilisation grecque jusqu’a nos
jours (Gharbi et al, 2014).

Cela est dii en grande partie a ses effets nutritionnels et bénéfiques sur la santé qui sont liés a
I’équilibre optimal entre les acides gras saturés (AGS), mono insaturés (AGMI) et
polyinsaturés (AGPI), ainsi qu’a la présence de composants mineurs tels que les caroténoides,
les polyphénols et les tocophérols (Lazzez et al, 2008).

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

Plusieurs études ont démontré la capacité antioxydante des polyphénols de 1’huile d’olive.
En plus de I’inhibition de la peroxydation des lipides, les composés phénoliques protegent le
corps humain par le piégeage des radicaux libres (Servili et al, 2009).

L’huile d’olive posséde une composition nutritionnelle équilibrée en acides gras, modérée
en acide palmitique et tres riche en acide ol€ique. Néanmoins, c’est la présence des composés
phénoliques particuliers qui lui confere une haute stabilité contre 1’oxydation lors du stockage
avec une couleur et une saveur uniques la distinguant des autres huiles (Tanouti et al, 2011).

Le contenu phénolique des huiles d’olive dépend de plusieurs facteurs parmi lesquels en
trouve: le climat, le type de récolte, le degré de maturité des olives, les techniques de
production et les méthodes de conservation (C.O.1, 2017).

La présente étude vise a évaluer la composition de 1’huile d’olive en polyphénols et en
flavonoides et 1’activité antioxydante des extraits méthanoliques préparés a partir de trois
échantillons d’huiles d’olive extra vierge disponibles sur le marché algerien et italien.

Afin de mieux situer le contexte dans lequel s’inscrit cette recherche, notre travail comporte

les objectifs suivants:
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e Mener une synthése bibliographique sur I’arbre de 1’olive, les technologies
d’extraction d’huile d’olive, la composition et les critéres de qualité, et enfin les
antioxydants de 1’huile d’olive.

e Reéaliser des expériences dans le laboratoire sur des échantillons d’huile d’olives les
tests sont:

- Composition en polyphénols totaux et en flavonoides.
- Activité antioxydante.
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Syntheése bibliographique

1. Olea europaea L

L’olivier (Olea europea L) constitue une essence fruitiere principale, tant par le nombre de
variétés cultivées que par I’importance sociale et économique de sa culture et de son role

environnemental (Gomes et al, 2012).

1.1 Description botanique d’Olea europaea

Olea europaea est un arbre de taille moyenne (12 al5 metres de hauteur) auquel le climat
méditerranéen convient parfaitement : hivers doux, automnes au printemps pluvieux, étés
chauds et secs, une grande luminosité. Il lui faut une moyenne annuelle de température
comprise entre 13 et 22 °C. Le cycle végétal de I'arbre manifeste apres le repos hivernal (de
novembre a février), sa floraison s'étend d'avril en juin. Le noyau du fruit se durcit en juillet-
aolt et atteint sa taille normale en octobre. La maturation est alors plus en moins rapide
suivant les variétés. Un arbre produit en moyenne 15 a 50 kg d'olives, un quintal peut donner
18 a 20 litre d'huile d'olive selon les variétés (Dupont F et al, 2007; Penzig O, 1902).

1.1.1. Systématique
La classification botanique de I’arbre d’olivier selon Cronquist (1981) est la suivante :
Regne: Plantae.
Sous-régne: Tracheobionta.
Division: Magnoliophyta.
Classe: Magnoliopsida.
Sous-classe : Asteridae.
Ordre: Scrophulariales.
Famille: Oleaceae.
Genre: Olea.
Espéce: Olea europaea.
Le nom vernaculaire: en francais olivier, en arabe zitoun.

1.1.2. L’olive

Est le fruit d’olivier, sa couleur, d'abord verte avant maturation, vire au noir aprés maturité
complete chez la plupart des variétés. La maturité est atteinte entre octobre et decembre
(Zarrouk et al, 1996).
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L’olive est constituée de trois parties: 1’épicarpe composé de I’épiderme et de la cuticule, le
mésocarpe (la pulpe) qui constitue la majeure partie du fruit et contient des vacuoles chargées
d’huile, et I’endocarpe (noyau) (Figure 01) (Kritsakis et Markakis 1987; Fedeli, 1997).

..:-‘~;1f"~~~ .
Endocarpe | p ‘ > \\i
" 4 \ {o— Epicarpe
Embryon — """" ) )
\ \ \/’__,’/<7¢— Meésocarpe
N -

Figure 1: Coupe longitudinale de I’olive (Bianchi, 2003).
1.1.3. Noyau d’olive
Le noyau d’olive est un endocarpe fusiforme, uni-tégumentaire et sclérifié, compose de
deux valves asymétriques protégeant une graine. La superficie montre des sillons
longitudinalement alignés, qui sont des marques des fascicules carpellaires. Les deux valves
sont séparées par une ligne longitudinale de suture et ont habituellement une taille et une
forme différentes (Figure 02) (Terral et al, 2004).

Sommets du noyau __

Ligne de suture

Fasccules >
Vale fortile —
caplimres

Vahe sténle

N Bases du noyau
Cote latéral Coté dorsal

Figure 2: Structure morphologique du noyau d’olive (Terral et al, 2004).
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1.2. Composition chimique de I’olive

L’olive renferme une quantité considérable en eau , protéines, polysaccharides, minéraux et
une trés grande variété de composés mineurs a faibles teneurs qui conférent a 1’huile ses
qualités gustatives et sa stabilité (Roehlly, 2000; Conde et al, 2008).

Récoltée au stade de maturité optimale, une olive renferme 1’eau (48%) et diverses
substances: huile (21%), Polysaccharides (hémicellulose, cellulose et pectines) (27%), Mono
& disaccharides (1%), protéines (1,6%), Cires, triterpenes, phénols (1%) et sels minéraux
(1,5%), et d’autres composés (alcanes, alkyl-esters, meéthy-phenyl-esters, steryl-esters,
aldéhydes, alcools, stérols, triterpénoides polycycliques et acides a trés longues chaines
carbonées) (traces) (Roehlly, 2000). Cette composition est influencée par le cultivar, les
conditions agronomiques et le degré de maturité du fruit (Zamora et al, 2001).

1.3. L’oléiculture en Algérie

La culture de I’olivier est d’une importance non négligeable pour 1’ Algérie étant donné que
ce secteur joue un role trés important sur le plan socioéconomique. L’oliveraie algérienne est
répartie sur environ 49% de la superficie arboricole cultivée dans le pays et est caractérisée
par une gamme de variétés (Moussaoui et al, 2008).

Trois régions principales partagent sa production : la grande Kabylie (Tizi Ouzou), petite
Kabylie (Béjaia, Bouira, Boumerdes) et une partie de I’Est (Jijel, Skikda, Sétif et Guelma)
(Figure 03). Le nombre d’oliviers est estimé a 32 millions; la production oléicole est tres
fluctuante d’une année a 1’autre en raison du phénomene d'alternance biologique de 1’olivier

et des conditions climatiques extrémement aléatoires (Ministere de 1’agriculture, 2015).

M autres Mtiziouzou Mbouira Wsetif Mjijel bejaia

=/

Figure 3: Répartition de la superficie d'olivier (Benabid, 2009).
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1.4. Technologie d’élaboration de I’huile d’olive

La qualité de I’huile d’olive vierge est tributaire de nombreux facteurs, allant du stade de la
culture de I’olivier, aux étapes successives de récolte, de stockage et de transformation des
olives (Di Giovacchino, 1999). Les principales étapes d’extraction sont décrites comme sulit :
1.4.1. La récolte des olives

Elle se produit en général du mois de septembre pour les variétés précoces jusqu’au mois de
février pour les variétés tardives, au moment de la véraison. On privilégiera une cueillette
des olives quand elles sont encore vertes, ce qui garantira une huile d’olive avec une tres forte
puissance aromatique. La cueillette se fera de préférence a la main, pour ne pas abimer les
fruits (Amouretti et al, 1985).

1.4.2. Le stockage des olives

Une fois la récolte terminée, vient le stockage, il est primordial, et ne doit pas excéder 24
heures avant le pressage pour garantir une bonne qualité.
1.4.3. Effeuillage et lavage

la présence des pigments chlorophylliens dans les feuilles entraine une amertume et une
couleur verdatre de I’huile (Chimi, 2001).

L’opération d’effeuillage est réalisée par des appareilles automatiques munies d’un systeme
d’aspiration par 1’application d’un courant d’air aux fruits au fur et a mesure de leur passage
(Uceda et al, 2006 ; Cuellar, 1990).

L’élimination des impuretés (poussiére, terre, pierres et autres matiéres solides) est réalisée

par un lavage dans un bassin d’eau a circulation forcée pour le lavage des olives (Michelakis,
1992).

1.4.4. Broyage et malaxage

Cette étape est réalisée soit par des broyeurs a meules dans les huileries a systeme de
pression, soit par des broyeurs meétalliques (Uzzan, 1994). Cette opération provoque d’une
part la rupture des cellules de la pulpe afin de provoquer la sortie de 1’huile des vacuoles, et
d’autre part le concassage du noyau (Di Giovachino, 1991).

La pate obtenue subit un malaxage qui rend la pate plus homogene (Di Giovachino,
1991).Le malaxeur est muni d’un systéme permettant le réchauffement contrdlé et adéquat de

la pate pendant un temps donné de brassage continu et lent (COI, 2006).
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Cette température impacte fortement la production d’huile d’olive 100% naturelle et BIO. En
effet, plus la température est élevée, plus la viscosité de I’huile est réduite ce qui facilite
I’extraction.

Toutefois, lorsque la température est trop élevée, I’huile perd de ses bienfaits et de ses
ardbmes. C’est pourquoi, VOUS pouvez retrouver la mention « extraction a froid » (entre 18 et
24° C) sur I’huile d’olive extra vierge, Cette étape de la production d’huile d’olive dure en
moyenne 45 a 60 minutes (Cuellar, 1990).

1.4.5. La décantation

Les travaux de Ranalli et al, (2003) ont rapporté que cette étape se déroule dans un
décanteur. Il s’agit d’un décanteur doté d’un corps cylindrique avec un axe horizontal. Cette
machine va profiter de la densité de chaque élément constituant la pate pour les séparer.

C’est I’huile d’olive qui est le moins dense, viennent ensuite 1’eau, les matieres végétales et
les noyaux. La grande vis de la centrifugeuse tournant a une vitesse de 3000 & 4000 tours par
minute (Ouauich et Chimi, 2007).

La partie la plus dense de la pate se retrouve a I’extérieur du cylindre tandis que ’huile
d’olive reste dans la partie centrale. Lorsque la séparation est effectuée, un diaphragme est
posé afin de contenir 1’huile tandis que les autres composants sont libérés (Ranalli et al,
2003).

1.4.6. La centrifugation verticale

Le jus obtenu par la décantation suit son chemin dans un réservoir cylindrique vertical,

appelé centrifugeuse.

Cette centrifugeuse vient compléter le travail du décanteur pour fabriquer une huile d’olive
100% naturelle et bio de parfaite qualité. Le diaphragme de contention est un mécanisme qui
manque de précision, 1’huile contient encore quelques restes solides. Pour les éliminer, la
centrifugeuse verticale dispose d’un disque au centre duquel on place de I’eau. C’est, une fois
encore, la densité de chaque ¢lément qui fera le travail. L’eau se déplace autour du disque,

emportant avec elle les autres solides (Ghezlaoui, 2011; Ranalli et al, 2003).
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2. Huile d’olive
2.1. L’huile d’olive

On désigne par I’huile d’olive vierge toute huile provenant du fruit de 1’olivier (Olea
europaea L.) uniquement par des procédés mécaniques ou d’autres procédés physiques et
dans des conditions, notamment thermiques, n’entrainant pas d’altération de I’huile, &
I’exception des huiles obtenues par solvant ou par des procédés de réestérification et de tout
mélange avec des huiles d’autre nature. L’huile d’olive vierge ne doit avoir subi aucun autre
traitement que le lavage, la décantation, la centrifugation et la filtration (COI, 2003).

2.2. Les catégories d’huile d’olive vierge

L’huile d’olive vierge comprend diverses appellations: vierge extra, vierge ou vierge fine,
vierge courante et vierge lampante (Perrin, 1992). L’appartenance a une catégorie est définie
en fonction de 1’évaluation de quelques paramétres de qualité de I’huile d’olive a savoir :
I’acidité, I’indice de peroxyde, 1’absorbance dans I’UV et les caractéristiques organoleptiques
(Christopoulou et al, 1995; Fedeli, 1999).

Les différentes catégories d’huile d’olive vierge ainsi que les limites des critéres de qualité

établies par le COI (2003), sont représentées dans le tableau I.
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Tableau | : Les différentes catégories d’huile d’olive vierge et leurs critéres de qualité
(COl, 2019).

huile Huile Huile d’olive | Huile d’olive Huile d’olive
Parametre d’olive Vierge vierge courante vierge
vierge extra lampante

Caractéristiques

organoleptiques

-Fruité Me >0 Me >0 Me=0 -
-Défaut Me=0 0<Me<35 |35<Me<6,0 Me > 6,0
Acidite libre (% <0,8 <2 <33 >33
d’acide oléique)
Indice de peroxyde | <20 <20 <20 Non limite
(méq O./Kg)
Extinction
spécifique (UV)
-K232 <2,5%* <2,6** - -
-K270 <0,22 <0,25 <0,3 -

- Me : Médiane

** Les partenaires commerciaux du pays de vente au détail peuvent exiger le respect de ces limites lors de la

mise a disposition de I’huile au consommateur final.
2.3. Les Criteres de qualité

La qualité est définie comme étant I’ensemble des caractéristiques chimiques, physiques et
sensorielles, permettant de classer I’huile d’olive en différentes catégories conformément aux
définitions de la norme commerciale adoptée par le conseil oléicole international (COl, 2015).
La qualité d’huile d’olive est influencée par une combinaison de facteurs: la variéte, méthodes

de récolte, processus d’extraction (Tanouti et al, 2010).
2.3.1. Acidite

La matiére grasse de 1’huile d’olive est constituée de triglycérides. Lorsque ces derniers
sont dégradés, les acides gras sont libérés dans 1’huile. Ils sont appelés acides gras libres. Leur

taux dans I’huile désigne ’acidité de 1’huile (Davis, 2007).



Synthése bibliographique

L’acidité¢ est un marqueur d’altération de I’huile, elle peut étre liée a certaines variétés
d’olives mais aussi a I’insuffisance de précautions prises lors de la récolte ou du stockage
(Kristakis et al, 1998).
2.3.2. Indice de peroxyde

Il mesure 1’état d’autooxydation de 1’huile qui est lent mais inéluctable. Les précautions
prises lors de la récolte, de la fabrication et du stockage de I’huile permettent de retarder et
d’en réduire les effets. Un indice de peroxyde bas indique que I’huile a été extraite rapidement
apres la récolte et qu’elle a été stockée dans de bonnes conditions. Il permet de conclure que

I’huile ne s’oxydera pas rapidement ou prématurément et se conservera au cours du temps
(Krichene et al, 2010).
2.3.3. Coefficients d’absorption spécifique

L’absorbance dans I’UV ou I’examen spectrophotométrique dans 1’ultraviolet peut fournir
des indications sur la qualité d’une matiére grasse, sur son état de conservation, et sur les
modifications dues aux processus technologiques. L’oxydation d’une huile aboutit a une
dégradation en chaine des acides gras insaturés par I’oxygene atmosphérique sous I’effet de
différents facteurs exogeénes et endogenes initiateurs, accélérateurs ou retardateurs, conduisant
a des produits oxydés volatils ou non, citons les hydroperoxydes linoléiques qui absorbent la
lumiére au voisinage de 232 nm. Si I’oxydation se poursuit, il se forme des produits
secondaires d’oxydation, en particulier des dicétones et des cétones insaturées qui absorbent
la lumiére vers 270 nm (Tanouti et al, 2010).

2.3.4. Les propriétés organoleptiques

La valeur intrinseque des maticres n’est que 1’un des €léments de la qualité du produit.

En effet, divers réactions et traitements technologiques auxquels sont soumis les olives
peuvent affiner ou non la qualité de I’huile d’olive produite. On s’apercoit alors que 1’analyse
sensorielle doit compléter les déterminations analytiques rendues possibles au fur et & mesure
du développement de 1’analyse chimique ou physique et qu’elle demeure un ¢lément
prépondérant. L’homme doit connaitre les différentes stimulations qu’il va ressentir pendant
la dégustation. Ces propriétés organoleptiques a évaluer peuvent concerner 1’aspect, la
couleur, la texture, le goit, I’arome, la saveur, etc. La formation et I’apprentissage pratique

sont indispensables pour realiser une évaluation correcte (Ouaouich et al, 2007).
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2.4. Facteurs influencant la qualité de I’huile d’olive

2.4.1. Effet du climat

Selon Ouaouich et Chimi (2007) la culture de I’olivier est trés sensible aux températures
hivernales inférieures a 0°C et méme pour des températures inférieures a 10°C qui contribuent
a l’arrét du processus de fécondation pendant la période de floraison et par conséquence la

réduction de la production de I’arbre.
2.4.2. Effet de I’entretien du sol

L’olivier pousse mal sur les sols argileux (>40 %) a cause de I’asphyxie que subissent les
racines durant les saisons pluvieuses, sans oublier qu’en été, ce type de sol se caractérise par
des fissures qui engendrent un dessechement des racines et les oliviers souffrent par la suite
d’un manque d’eau. Les conséquences néfastes se résument en une chute des fruits et en un
calibre réduit des olives, ce qui affecte la qualité et le rendement de I’huile extraite (Ouaouich
et Chimi, 2007).

2.4.3. Effet des ravageurs

Les insectes ravageurs ont une action nuisible qui peut intervenir sous différentes formes et
notamment par la destruction ou la détérioration des olives. Ces insectes ravageurs peuvent
affecter les deux produits de 1’olivier : I’huile d’olive et les olives de table. Les plus terribles
sont : la mouche de l'olivier («Keiroun» en Provencal, Dacus Oleae), un petit coléoptére
(«Neiroun », Phloeotribus Oleae) et une espéce de Thrips (« ver noir, Barban>, Phloeothrips
Oleae) (Malheiro et al, 2015, Penzig O, 1902).

2. 5. Composition de I’huile d’olive

L’huile d’olive comprend une fraction saponifiable constituée d’acides gras et de leurs
dérivés, et une fraction insaponifiable qui est représentée par les stérols, les alcools
aliphatiques, les pigments, les hydrocarbures, les composés aromatiques, les tocophérols et les
composés phénoligques (Berra, 1998).

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

2.5.1. Fraction saponifiable

La fraction saponifiable est constituée d’acides gras et de leurs dérivés (acylglycérols,
phosphatides). Elle représente environ 99% de I'huile et lui confére la plupart de ses
caractéristiques physiques, chimiques et metaboliques (Ryan et al, 1998). Elle se compose

essentiellement de :

11
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2.5.1. 1. Les glycérides

Ce sont des esters d’acides gras et glycérol. Plusieurs travaux de recherche ont signalé que
les glycérides constituent le principal composant d’huile d’olive, environ 98%. Les
triglycérides sont les composants majoritaires (95,4 %), les diglycérides ne représentent
qu’environ 1-2,8%.Les principaux triglycérides de I’huile d’olive sont : la trioléine « OOO »
(40 a 60 %), la dioléopalmitine « POO » (10 a 20 %), la dioléolinoléine « OOL » (10 a 20 %),
La palmitooléolinoleine « POL » (5 & 7 %) et la dioléostéarine « SOO » (3 & 7 %) (Zarrouk et
al, 1996; Ryan et al, 1998; Boskou et al, 2006).
2.5.1.2. Acides gras

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

La composition de I’huile d’olive en acides gras joue un rdle important au niveau de Sa
qualité nutritionnelle (Douzane et al, 2012). La variation de la composition en acide gras des
huiles d’olive ne semble pas étre seulement affectée par les facteurs pédoclimatiques
(D’imperio et al, 2007) mais aussi par plusiceurs autres facteurs dont 1I’époque de la récolte et

la variété (Boskou et al, 2006).

12
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Tableau Il: Composition moyenne en acides gras de I’huile d’olive analysée par

Chromatographie en phase gazeuse (% m/m d’esters méthyliques) (COI, 2019).

Acide gras Symbole Pourcentage (%)
Acide oléique Ci18:1 55 -83
Acide linoléique C18:2 2,5-21
Acide palmitique C16:0 7,5-20
Acide stéarique C18:0 05-5
Acide palmitoléique Cl6:1 0,3-35
Acide linolénique C18:3 <1
Acide arachidique C20:0 <0,6
Acide gadoléique (eicosenoique) C20:1 <0,5
Acide myristique C14:0 <0,03
Acide heptadécanoique C17:0 <0,40
Acide heptadécénoique Cl7:1 <0,60
Acide béhénique C22:0 <0,2
Acide lignocérique C24:0 <02

2.5.2. Fraction insaponifiable

La fraction insaponifiable contient des constituants dits « mineurs» car ils présentent de
faibles proportions dans la composition chimique de I'huile d'olive, mais qui lui apportent une
valeur biologique d'une grande importance. L'insaponifiable représente de 0,4 a 0,8 % de
I'nuile d'olive et comptent plus de 230 composés différents (Henry, 2003; Visioli et Galli,
1998).

2.5.2.1. Les stérols

Les stérols végétaux ou phytostérols, constituent une fraction importante de 1’insaponifiable,
ils en représentent entre 10 a 15 %. La quantité totale de stérols dans I'huile d'olive extra
vierge varie de 113 a 265 mg/100g (Essiari et al, 2014).

(Ajana et al, 1998; Pardo et al, 2007; Ben Temime et al, 2008) ont noté que ces teneurs
varient en fonction de la variété, de la maturité des olives et de I’origine géographique des

olives.
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La composition stérolique est spécifique de chaque espece végétale. Plusieurs études ont
identifié trois principaux stérols dans les huiles d’olive: le - sitostérol, le campestérol et le
stigmastérol (Bentemime et al, 2008; Stiti et al, 2002) (figure 4).

Plusieurs travaux ont signalé que la composition de la fraction stérolique constitue un
parametre important dans la détection d’adultérations des huiles (Phillips et al, 2002).

Selon Viola (1997), I’huile d’olive est la seule huile qui contient un taux élevé de B-

sitostérol, substance qui s’oppose a 1I’absorbance intestinale du cholesteérol.

CH,

. g
Hyl \/\/J\ H,yC w».‘,,f'"‘-vfc"ii

GHy/

.,

H0 : HO

Campéstérol f-sitostéral

Figure 4 : Structures de quelques phytostérols majeurs de 1’huile d’olive
(Ramirez-Tortosa et al, 2006).
2.5.2.2. Les tocophérols

On distingue quatre formes de tocophérols (a, B, v et 8) qui différent par le nombre et la
position des groupements méthyles sur le noyau aromatique (Azzi et Stocker, 2000) (Figure
05).

IIs se trouvent libres ou estérifi¢, I’a tocophérol, doté de la plus forte activité antioxydante,
représentent plus de 95 % des tocophérols totaux (Ryan et al, 1998).

Sa concentration naturelle varie entre quelques ppm jusqu'a 300 ppm. Ces derniers agissent
comme des inhibiteurs des radicaux libres en leur donnant des protons pour les rendre plus
stables (Blekas et al, 1994).

Les tocophérols sont reconnus pour leur double action bénéfique :

- lls contribuent a la stabilité oxydative et aux qualités nutritionnelles de 1’huile d’olive (Ryan
et al, 1998). En effet, ils exercent une activité antioxydante par rupture de la chaine
radicalaire lors des étapes de propagation de 1’oxydation lipidique, comme ils peuvent
prévenir ’action de I’oxygene singulet, initiateur de la peroxydation lipidique (Psomiadou et
Tsimidou, 2002; Ben Tekaya et Hassouna, 2005).

Et ils ont I’atout d’étre une vitamine liposoluble (vitamine E) (Aparicio et Luna 2002).
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Figure 5: Structure des tocophérols (Kamal-Eldin et Appelquist, 1996).

2.5.2.3. Composés aromatiques

L’huile d’olive est intéressante d’un point de vue nutritionnel, elle est surtout appréciée pour
son go(t et ses ardbmes particuliers. Les composés aromatiques sont des molécules de faible
poids moléculaire possédant une volatilité a température ambiante (Veillet, 2010). lls sont
constitués d’un mélange de composés volatils tels que les hydrocarbures, les aldéhydes, les
alcools, les cétones, les furanes et les esters (Vichi et al, 2003; Luna et al, 2006). L’odeur de
I’huile est due a la capacité de certaines de ces molécules volatiles a atteindre les récepteurs
olfactifs du nez (Angerosa, 2002).

La teneur en composés volatils varie d’un cultivar a un autre et dépend étroitement de
’activité des enzymes de la voie de la lipoxygénase (Dhifi et al, 2005 ; Runcio et al, 2008).

D’autres facteurs peuvent influencer leurs teneurs, a savoir : le degré de maturité des olives,
le stockage des olives, le temps et la température du malaxage, les conditions climatiques et
I’état sanitaire des olives (Morales et al, 2005).
2.5.2.4. Les composés phénoliques

L’huile d’olive est riche en composés phénoliques mineurs, en particulier I’hydroxytyrosol,
molécule bioactive, puissante comme antioxydant et représentant une action anti-
inflammatoire (Jose et al, 2015).

Ces substances sont responsables de la bonne stabilité a 1’oxydation des huiles d’olive

vierges et contribuent fortement au gott piquant, a 1’astringence et I’amertume des huiles

(Ollivier et al, 2004; Haddam et al. 2014).
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Ces polyphénols regroupent un ensemble de molécules qui présentent dans leurs structures
au moins un cycle aromatique a 6 carbones lui-méme porteur d’un nombre variable de
fonctions hydroxyles, Ils sont constitués d’un mélange: d’acide phénolique, alcool
phénolique, dérivés secoiridoides, lignanes, flavonoides et hydroxy-isochromanes (Ribéreau-
Gayon, 1968; Boskou, 2009) (tableau I1I).

Les teneurs pour une huile d’olive oscillent généralement entre 75 et 700 mg/kg (Morello et
al, 2006 ; Issaoui et al, 2007).

Cette quantité dépend du degré de maturité des olives (Rovellini et Cortesi, 2003), la saison
et les conditions climatiques, 1’état sanitaire des olives, la variété et le systéme d’extraction de

I’huile (Tamendjari et al, 2004).
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Tableau I11: Structures des composés phénoliques identifiés dans 1’huile d’olive (Segura-

Carretero et al. 2010).

Acide gallique
Acidehydroxybenzoique

Oleuropéine Forme
dialdehydique de

I’acide ¢élénolique

Composés Structures Composés Structures
générales générales
Acides benzoiques s ¢ Secoiridoides
. - /' .
Acide vanillique /' \j—coon Oleupéine aglycone
Acide syringique s Ligstroside aglycone

- (+)-Pinoresinol

Acides cinnamiques 56 Flavonoides OH

AN A2
Acide p-Coumarique ‘ s Ve fl

. . ’ o HO AN
Acideo- coumarique = apigénine jf/ |
Acide cafféique ‘ lutéoline . x
Alcools phénoliques s o Lignanes fCH3
OH

Hydroxytyrosol 4@/\/“’ - (+)-1- o_ .
Tyrosol =" Acétoxypinoresinol § g

2.5.2.5. Les pigments

La couleur de I’huile d’olive dépend de sa composition en pigments (Roca et Minguez-

Mosquera, 2001). IIs sont responsables de la couleur verdatre a jaune de 1’huile d’olive
(Cichelli et Pertesana, 2004).

Les pigments sont transférés du fruit d’olive a I’huile durant son d’extraction. Ces composés

sont importants pour la conservation de la qualité des huiles comestibles, vu qu’ils sont

impliqués dans les mécanismes de l'auto-oxydation et de la photo-oxydation (Oueslati et al,

2009).
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2.5.2.5.1. Les chlorophylles

Les chlorophylles appartiennent a la famille des tétrappyroles, les teneurs de ces composés
dans I’huile d'olive s’étendent entre 1 et 20 ppm (Boskou, 1996). Ce sont des pigments
essentiellement responsables de la couleur caractéristique de 1’huile d’olive.

Au cours de [D’extraction de [I’huile, la libération d’acides provoque une perte en
chlorophylles a et b, par transformation en phéophytines a et b suite a la perte du Mg
(Minguez-Mosquera et al, 1990) (figure 06). Ils ont une activité pro-oxydante en présence de
la lumiere, en assurant la formation de 1’oxygéne singulet et promouvoir la premiere phase du
processus d’autooxydation, cette espece d’oxygene excité est plus réactive envers les lipides
insaturés que 1’oxygeéne a 1’état fondamental dissout dans 1’huile (Perrin, 1992).

Leur action pro-oxydante dans la lumiere, est en fonction directe de leurs concentration et
leurs structures: phéophytines b > phéophytines a > chlorophylles b > chlorophylles a
(Rahmani et Saad, 1989).

Chlorophylle a, R = CH4
Chilocrophylle b, RR = CHO

Figure 6: Structure de la chlorophylle (Folly, 2000).
2.5.2.5.2. Les caroténoides
Les caroténoides sont des tétraterpenes, ils constituent une famille de pigments liposolubles,
dont la couleur varie du jaune au rouge orange (absorption de la lumiére entre 400 et 550 nm)
(Ryan et al, 1998). L’huile d’olive présente des teneurs variables en caroténoides (0,5 a
1mg/100g), avec une prédominance de la lutéine et du B-caroténe (Uzzan, 1992) (figure 7). Le
rapport entre ces deux principaux caroténoides de 1’huile d’olive est étroitement dépendant de

la variété (Nieves-Criado et al, 2004).
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Morello et al (2004) ont indiqué que les caroténoides exercent une activité antioxydante en
désactivant 1’oxygene singulet généré par les pigments chlorophylliens. Leur importance en

tant que composants nutritionnels est également reconnue ; certains caroténoides sont des
précurseurs de la vitamine A (Psomiadou et Tsimidou, 2002).

Figure7: Structure chimique de B-caroténe (Perrin, 1992).
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3. Stress oxydant et antioxydants de I’huile d’olive

3.1. Oxydation de I’huile d’olive

L’oxydation est un mécanisme qui se produit par plusieurs réactions, ce qui provoque la
formation des radicaux libres, ces derniers sont des especes chimiques (atomes ou molécules)
qui possédent un électron non apparié sur la couche électronique externe.

L’oxydation constitué¢ un facteur majeur pour la détérioration de la qualité¢ de I’huile d’olive.
Plusieurs facteurs influencent 1’oxydation des huiles tels que; la température, la lumiére, etc
(C.O.1., 2011; Pristouri et al, 2010).

Ces facteurs affectent la qualité d’huile d’olive par la perte de la valeur nutritionnelle,
développement de I’odeur désagréable et le godt de rance (Hrncirik et al, 2005).

Selon Ben Tekaya et al, (2005); Pristouri et al, (2010) I'huile d’olive vierge subit une
oxydation pendant son stockage, cette oxydation est le résultat de la photo-oxydation et de
I’auto-oxydation. Cette derniére dépend du degré d’instauration de I’huile et la photo-
oxydation qui est influencée par la quantité totale des antioxydants naturels (tocophérols,
phénols béta- carotene) et pigments chlorophylliens contenus dans 1’huile d’olive vierge La
stabilité de I’huile est influencée par les antioxydants, qui sont définis par toute substance qui
retarde considérablement ou empéche 1’oxydation de ce substrat , lorsqu’elle est présente a
des faibles concentrations par rapport a ceux d’un substrat oxydable (Benlemlih et al, 2016).
3.2. Stress oxydant

Le stress oxydant se définit par un déséquilibre entre la production d’espéces radicalaires
(ou réactives) de I’oxygéne (ERO) et les capacités cellulaires antioxydantes. Il peut se
produire en raison de la surproduction d'oxydants, la diminution de la défense antioxydante ou
une combinaison de ces deux facteurs et sous méme une exposition environnementale a des
facteurs pro-oxydants (Tabac, alcool, médicaments, rayons ultraviolets, pesticides, ozone,
amiante, métaux toxiques) (Kohen et Nyska, 2002; Haleng et al, 2007).

Les radicaux libres sont produits en permanence en faible quantité, cette production
physiologique est parfaitement maitrisée par des systemes de défense. Dans ces conditions
normales, on dit que la balance antioxydants/prooxydants est en équilibre.

Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d'une surproduction
énorme de radicaux, I'exces de ces radicaux est appelé « stress oxydant ».

Les protéines ainsi que les lipides sont les cibles principales des espéces réactives

d’oxygene (ERO). Ces derniers causent la peroxydation lipidique, I'oxydation des protéines et
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les altérations de I'ADN, provoquant ainsi le développement du cancer, du diabete, des
maladies neurodégénératives et des maladies cardiovasculaires.

L’organisme humain a développé des systéemes de défense pour traiter le phénoméne du
stress oxydant et lutter contre les espéces réactives qui sont préjudiciables a la vie humaine
(Beaudeux et al, 2006).

Cette rupture d'équilibre, lourde de conséquence, peut avoir de multiples origines. Elle peut
provenir d'une défaillance nutritionnelle ou de la carence en un ou plusieurs antioxydants

apportés par la nutrition (Favier, 2003).

3.3. Les sources des radicaux libres :

3.3.1 Synthese physiologique des radicaux libres (source endogéne)

Les ERO et ERN, pourtant réactifs et toxiques, sont produits par divers mécanismes
physiologiques afin de détruire les bactéries et réguler des fonctions cellulaires létales (Favier,
2003).

e Mitochondrie

La principale source des ERO est la mitochondrie par I'intermédiaire de sa chaine respiratoire,
s’accompagne d’une production non réductible des radicaux libres. en effet elle produirait
90% des radicaux libres cellulaires (Hosset, 1990). Les électrons dérivés du NADH et du
FADH de la chaine respiratoire mitochondriale peuvent directement réagir avec 1’oxygene ou
d’autres accepteurs d’électrons pour générer les radicaux libres, donc la respiration cellulaire
sera I’origine de lésions mitochondriales due aux radicaux qui limiteraient dans le temps la

survie de la cellule (Cadenas et Davies, 2000).

e Peroxysomes
Les peroxysomes sont une importante source de production d'H,O; cellulaire. Ce dernier
apparait suite a la présence de nombreuses enzymes qui genérent le peroxyde pour étre utilisé
comme substrat par la catalase peroxysomiale afin de réaliser des réactions de peroxydation

avec d’autres substrats (Schisler et Singh, 1989).

e Réticulum cytoplasmique
Le réticulum cytoplasmique renferme des enzymes qui catalysent des reéactions pour
détoxifier les drogues liposolubles et d’autres produits métaboliques toxiques (Schisler et
Singh, 1989). La plus connue de ces enzymes est le cytochrome P450 qui oxyde les acides
gras insaturés et les xénobiotiques, produisant ainsi des radicaux libres (Morel et al, 1999). De
maniére générale, toute réaction biochimique faisant intervenir de 1’oxygéne moléculaire est

susceptible d’étre a 1’origine d’une production d’ERO.
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3.3.2. Source exogene

Les sources exogenes peuvent étre représentées par des facteurs environnementaux,
pollutions, produits chimiques ainsi que des contaminations par des meétaux lourds ou
certaines carences nutritionnelles (Priyadarsini, 2005). Les nombreuses sources potentielles de
ROS exogenes comprennent les radiations, les infections pathogenes, les herbicides,

insecticides, les toxines, les UV et la fumée de cigarette (Kregel et Zhang, 2007).
3.4. Les Antioxydants
3.4.1. Définition

Un antioxydant est une espece chimique plus ou moins complexe diminuant le stress
oxydant au sein de I’organisme. Un antioxydant peut donc : (1) prévenir la synthése de
radicaux libres en inhibant I’initiation des chaines réactionnelles ou (2) désactiver directement
les ROS. Les antioxydants peuvent étre classés selon leurs modes d’actions : systémes
enzymatiques, inhibiteurs d’enzymes oxydantes, chélateurs de métaux et piégeurs de radicaux
libres (Halliwell, 1990).

L’organisme posséde des systémes endogenes dédiés a cette action protectrice. Cependant,
cette ligne de défense est facilement saturée. De nombreux antioxydants exogénes sont
¢galement présents dans [’alimentation apportant un soutien significatif dans la lutte
antioxydante. Nous les trouvons dans les fruits (pommes, poires, fruits rouges...), les 1égumes
(brocoli, oignon...), les boissons (café, thé, vin...) ainsi que dans les épices, le cacao ou
encore les céréales. Ces antioxydants sont surtout connus pour leur capacité a réagir
directement réagir avec les radicaux libres en les « neutralisant » par réaction de réduction
(Halliwell 1990, Powers et Jackson 2008).

3.4.2. Classification des antioxydants
3.4.2.1. Antioxydants synthétiques

Dans I’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques tels que le butylhydroxyanisole
(BHA), le butylhydroxytoluéne (BHT), le gallate propylée (PG) et le tétrabutylhydroquinone
(TBHQ) sont utilisés largement parce qu’ils sont efficaces et moins chers que les antioxydants
naturels (Lisu et al, 2003).

3.4.2.2. Antioxydants d’origine végétale

Les plantes constituent des sources trés importantes d’antioxydants. Les antioxydants

naturels dont I’efficacité est la plus reconnue aussi bien dans I’industrie agroalimentaire que
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pour la sant¢é humaine sont : les tocophérols, les caroténoides et les polyphénols...

(Bouhadjra, 2011).
3.5. Principaux antioxydants de I’huile d’olive

3.5.1. Composes phénoliques

L’huile d’olive est riche en composés phénoliques qui ont des propriétés antioxydantes qui
réduisent les risques des maladies cardiovasculaires. Ceci est surtout vrai pour les ortho-
diphénols (Ollivier et al, 2004; Essiari, 2014). Leurs propriétés antioxydantes sont dues a leur
capacité a former une liaison hydrogene intramoléculaire entre I'hydrogene libre du
groupement hydroxy et 1'hydroxyle du radical phénoxy pour conduire a la formation d’une
quinone (Ollivier et al, 2004). Ils ont aussi la capacité de donner un atome d'hydrogéne aux
radicaux libres formés pendant la propagation (Cinquanta et al, 2001).

3.5.2. Tocopherols

Les tocophérols contribuent a la stabilité oxydative et aux qualités nutritionnelles de I’huile
d’olive (Ryan et al, 1998; Gimeno et al, 2002).

L’alpha tocophérol montre un effet inhibiteur de 1’auto- et la photo-oxydation. A 1’obscurité,
I’alpha tocophérol interrompt la réaction en chaine du processus radicalaire en agissant avec
les radicaux hydroperoxyles par transfert d’hydrogéne avec la formation d’hydroperoxydes et
d’autres radicaux, qui se couplent avec les autres radicaux hydroperoxyles dans une réaction
de terminaison, pour former des produits non radicalaires.

A la lumiére, I’alpha tocophérol agit par une désactivation de 1’oxygéne singulet a
I’oxygéne atmosphérique mais aussi par une réaction chimique avec lui pour former des
produits de dégradation tels que; les quinones tocophéroliques et les époxydes de quinones.
L’a-tocophérol montre un effet synergiste avec le béta carotene en présence de la lumiére
(Ben Tekaya et al, 2007).

3.5.3. Carotenoides

Les caroténoides sont des substances antioxydantes naturelles liposolubles, le plus
important c’est le B-carotéene (Benaziza et al, 2016) qui présente une capacité a agir comme
un protecteur, tout en désactivant 1’oxygene singulet produit par les chlorophylles, en outre, le
béta carotene filtre les longueurs d’onde actives des radiations lumineuses en protégeant ainsi
I’huile contre ’activation de 1’oxygene par la lumiére. Son effet diminue progressivement au

cours de I’exposition de I’huile a la lumiére (Ben Tekaya et al, 2007).
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3.5.4. Squaléne

C’est un triterpéne impliqué dans la stabilité oxydative de 1’huile d’olive; il protége les
acides gras non saturés de l'oxydation. De plus, il est considéré comme protecteur contre le
cancer et les maladies cardio-vasculaires (Sagratini et al, 2012).

Le squalene joue un réle important dans 1’inhibition de 1’oxygéne singulet, qui lui confére
une activité antioxydante durant la photo-oxydation de 1’huile d’olive exposée a la lumiere
(Psomiadou et Tsimidou, 2002).
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Matériel et méthodes

1. Matériel

Le matériel végétal

Notre étude porte sur trois huiles d’olive extra vierge commerciales dénommées :
1-Huile BIBAN

Produite dans la commune Belimour situé a la daira de bordj laghdir wilaya de bordj
bouariridj (A).

-La variété d’olivier: Chemlal.
-La période de récolte: le mois d’octobre et novembre.
2-Huile RAJAA

Les olives sont cultivées dans la région de N°’GAOUS, wilaya de Batna et I’huile d’olive est

produite dans la région de Rabta wilaya de Bordj Bouariridj (B).
-La variété d’olivier : Manzanilla.

-La période de récolte : le mois d’octobre et novembre.
3- Huile ORO VERDE

Produite dans la ville Firenze (Florence) en Italie (C).

-La variété d’olivier : Picual, Arbequina et Koroneiki.

- La période de récolte : Octobre.

(A) (B) (©)
Figure 08 : les bouteilles commercialisées des huiles d’olive.
(A): huile BIBAN, (B): huile RAJAA, (C): huile ORO VERDE.

25



Matériel et méthodes

Les solvants et les réactifs

Tableau V : réactifs utilisés et leurs formules.

2.2-diphényl-1-picryle-hydrazyle (DPPH) | C13H12N506
Le folin-Ciocalteu(FCR)

Ferricyanure de potassium KsFe(CN)g
Potassium Phosphate dibasique K,HPO,
Phosphate de potassium monobasique KH,PO,
(TCA) ou Acide trichloracétique CCI3COOH
Chlorure ferrique FECI;
Carbonate de sodium Na,CO3
Trichlorure d’aluminium AICl;
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Tableau VI : solvants utilisé et leur formule.
Méthanol

CH3;0OH

Hexane CeH14

1.3. Appareillage

La balance (Kern KB) Le rotavapor(BUCHI) Agitateur magnétique

(Agimatic-N)

Le vortex (Fisher Scientific) Le spectrophotométre(JENWAY) | Le pH metre(WTW)

La centrifugeuse (Sigma) Le bain mari (memmert) La balance de précision (Kern

KB)

Figure 09: Les appareils utilisés dans les expériences.
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2. Méthodes

2.1. Extraction des composes phénoliques totaux

L’extraction des polyphénols totaux est réalisée selon le protocole proposé par Tsimidou et

al. (1992), il s’agit d’une extraction liquide-liquide.

50g d’huile d’olive sont introduits dans un bécher auxquels sont ajoutés 50 ml d’hexane,
puis 30 ml d’un mélange méthanol/eau distillée (60%méthanol et 40%d’ecau distillée) sont
ajoutés, le mélange est agité pendant 5a 10 min pour la séparation de deux phase 1’une est
huileuse et 1’autre est aqueuse, cette derniére représente 1’extrait méthanolique riche en

polyphénols.

La phase huileuse reste dans I’ampoule a décanter subit 2™et 3°™ extraction par 30 ml de

mélange (méthanol/eau distillé).

Chague fraction polaire de la 1% 2™ et 3°™ extraction subit un lavage avec 50ml d’hexane
(figure 10).
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| 30ml (méthanobiesu distil) |
Agitation pendant 10min
La phase 1 ; est la phase
Phase 2 ; est la phase huileuse reste dans I"'ampoule 4
aqueuse, riche en décanter subit 2éme et 3éme
polyphénols extraction par 30 ml de
(méthanoliean distillé)

b Chaque fraction polaire de Ia 1% 2 et 3éme J
extraction subit un lavage avec 50ml d'hexane

Rotavapor 4 40° Séchage dans 1"éuve 4 40°¢ Les extraits dissous dans le
o ¢ ‘ pendant24h ‘ méthanollean et conservé 4 4"¢

Figure 10 : Etapes de préparation d’extrait brut de I’huile d’olive.
2.2. Dosage des polyphénols totaux
» Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune, constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (H3sPW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPM031204). Il est réduit,
lors de I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxyde bleus de tunganese et de molybdéne,
ce qui aide a doser les phénols dans le visible a une longueur d’onde de 765nm (Singleton et

al, 1999).
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» Mode opératoire

Le dosage des composés phéenoliques totaux est effectué en utilisant le réactif de Folin-

Ciocalteu et est réalisé selon la méthode de (Chan et al, 2008) avec quelques modifications.

On réalise une gamme étalon en milieu avec un standard, 1’acide gallique .pour réaliser le
dosage, 200 ul d’extrait sont ajoutés a 500ul du Folin-Ciocalteu (10%). Aprés 5 minutes, on
ajoute 1500 ul de Na,CO3 (7.5%). Les mélanges réactionnels, correspondant a chaque point de
gamme et échantillons, sont agités puis incubés pendant 30min a 1’ombre ; la lecture de
I’absorbance a 675 nm se fait grace a un spectrophotométre UV-visible (figure 11). La teneur
en phénols totaux est donnée en mg d’équivalent d’acide gallique (EAG)/kg d’huile d’olive ;
elle a été déduite de la courbe d’étalonnage (y=9.04x+0.029) provenant de la régression

linaire des valeurs obtenues pour la solution standard.

(500 ul de folin-

Ciocalteu 10%
b A
| 200ul d’extrait |
S l
y . p .
&1‘(;“ | Aprés Smin l
/ _ —
P ' Agitation et
1500ul de Na; CO, ‘ — [ | | i cubation
7.5%
{7.5%) ) pendant 30min

| |

Lecture a4 6 75mm

Figure 11 : Etapes de dosage des polyphénols totaux.
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2.3. Dosage des flavonoides

» Principe

Le chlorure d’aluminium forme des complexes jaunatres avec les atomes d’oxygéne

présents sur les carbones 4et 5 des flavonoides (Ribereau-Gayon, 1968).
» Mode opératoire

La teneur en flavonoides des différentes huiles d’olives a été déterminée en utilisant la
méthode colorimétrique au trichlorure d’aluminium (AICl3) (djeridane et al, 2006).

Un volume de 1ml de chaque extrait dilué ou de la molécule standard (quercétine) a été
mélangé avec 1ml d’une solution d’AlCl; (2% dans le méthanol). L’ensemble est agité a
I’aide d’un vortex puis incubé pendant 15min a 1’obscurité. L’absorbance a ét¢ mesurée a
430nm (figure 12). Les résultats obtenus sont exprimée en mg d’équivalent de quercétine
(EQ)/kg d’huile d’olive ; elle a ét¢ déduite de la courbe d’étalonnage (y = 6.406x+0.012)

provenant de la régression linéaire des valeurs obtenues pour la solution standard.

Figure 12 : Etapes de dosage des flavonoides.
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2.4. Le pouvoir réducteur

> Principe
Le pouvoir réducteur est ’aptitude des antioxydants a réduire le fer ferrique (FeCl3) en fer
ferreux (FeCl,) en présence d’un agent chromogéne, le ferricyanure de potassium
[K3Fe(CNg)] et en milieu acidifié par 1’acide trichloracétique. La forme réduite donne une
couleur verte qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de 1’extrait (Odabadoglu et al,
2004 ; Gllcin et al, 2005).

» Mode opératoire
Le pouvoir réducteur de I’extrait dilué d’huile d’olive des différents échantillons a été
déterminé par la méthode d’OYAZIU(1986) avec quelques modifications. Un volume de 1ml
de ferricyanure de potassium [KsFe(CNg)] a 1% est ajouté a 1ml de chaque extrait. Le
mélange est incubé pendant 20min & 50°C.
Aprés refroidissement, 1ml d’une solution d’acide trichloracétique 10% est ajouté, suivit
d’une centrifugation a 3000rpm pendent 10min. 1ml de surnagent est prélevé puis mélangé
avec 1lml d’eau distillé et 0.5 ml de chlorure ferrique (FeCl3) a 0.1 %. Apres 10min,

I’absorbance de la solution est mesurée a 700nm (figure 13).
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/
| 1mlde
ferricyanure de
potassium a 1%. l 1 ml 4 extrait ]
L y lﬂl’ﬂl
Incubation pendant 20 min aS0°C
l Centrifugation a 3000
| — rpm pendant 10min
- HL|
y f:_"// 4
f é
. h 1ml ' eau distillé
Iml d'une
solution d’acide
trichloracétigue
a 10
4 * ), 0.5 ml de chlorure .
i ferrique (FeC13) a0.1%.

1ml de surnagent

L'ahsorbance est
mesurée 4 7T00nm

.,

Figure 13 : Etapes de réalisation de pouvoir réducteur.
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Résultats et Discussion

1. Dosage des polyphénols totaux

Les résultats du dosage des polyphénols totaux sont représentés dans la figure 14, ils
montrent que:

Les teneurs en polyphénols sont: 220 mg/Kg pour I’huile RAJAA et 222mg/Kg pour I’huile
BIBAN et 243mg/Kg pour I’huile Italienne (ORO VERDE).

245 -

235 -
230 -
225 -
220 - =

222
215 - 220

teneur en polyphénols totaux
mg E AG/KKG

210 -

205

BIBAN RAJAA ORO VERDE
Huile d'olive

Figure 14: Teneurs en polyphénols des échantillons d’huile d’olive.
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Y=9,04x+0,0299
R?=0.999863

0.9 -
0.8 -
0.7 -
0.6 -
0.5 -
04 -
0.3 -
0.2 -
0.1 -

Absorbance a 765nm

0 0.65 0:1 0.I15
concentration en acide gallique (mg/ml)

Figure 15 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des composés phénoliques totaux.

A partir des résultats obtenus on observe une différence significative entre ’huile RAJAA et
ORO VERDE a p<0.05.

D’un autre c6té, on a remarqué 1’absence de différences significatives entre BIBAN et
RAJAA et entre BIBAN et ORO VERDE.
Selon Montedoro et al. (1992); Tsimidou (1998) et Paz Romero et al, (2003), les variétés

d’olives sont classé selon leur teneur en polyphénols totaux comme suit:
- Variétés présentant une teneur faible (50-200mg/Kg).
- Variétés présentant une teneur moyenne (200-500mg/Kg).
- Variétés présentant une teneur élevée (500-1000mg/Kg).
D’aprés nos résultats, il ressort que les trois échantillons d’huile sont classés comme des

huiles a teneur moyenne.
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Les différences notées peuvent étre liées au facteur variétal (Ryan et Robards, 1998).

Les teneurs en polyphénols totaux enregistrées pour nos échantillons d’huiles sont
relativement proches de celles des variétés Italiennes étudiées par Carmine et al. (2019), pour
lesquelles les teneurs oscillent entre 138 a 278 mg/Kg.

2.2. Dosage des flavonoides

Plusieurs auteurs ont rapporté que les flavonoides sont présents en petites quantités dans
I’huile d’olive vierge (Servili et al, 2009 ; Oliveras-Lopez et al, 2007).
Les teneurs en flavonoides des différents échantillons d’huile analysés sont indiquées dans

la figure ci-dessous.
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17.6

Teneur en flavonoides
mg EC/KG
o S
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o

BIBAN RAJAA ORO VERDE
Huile d'olive

Figure 16 : Teneurs en flavonoides des échantillons d’huile d’olive.
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Y=6.406x+0.012
03 R2=0.998194
0.25 -
g 0.2 -
(=]
{015 -
3
8 01 -
'g 0.05 -
ﬁ 0 T T T T 1
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
concentration en quercitine (mg/ml)

Figure 17 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides.

La plus grande valeur reviens a ’huile BIBAN (32.8mg/kg), puis I’huile RAJAA (23mg/ Kg)
et finalement 1’huile ORO VERDE contient les teneurs les plus faibles (17.6 mg/Kg) qui
représente a peu pres la moitié de la teneur de ’huile BIBAN.

Aucune différence significative n’est relevée entre les trois huiles étudiées.
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Ces résultats sont proches a ceux obtenus pour quelques variétés d’huiles algériennes par
Laribi en 2015 qui sont oscillent entre 10.13 et 49 mg/Kkg, et ceux obtenus par Hammad et
Hammoudi en 2017 pour trois huiles d’olives qui sont oscillent de13.33 a 66.6 mg/kg.

Plusieurs facteurs peuvent influencer la teneur en flavonoides tels que les facteurs
géographiques et climatiques, les facteurs genétiques, le degré de maturation du fruit et la
durée de stockage (Aganga et Mosase, 2001; Pedneault et al. 2001).
2.3 Le pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur mesure la capacité¢ d’un antioxydant a donner un électron (Lim et Tee,
2007). Ces antioxydants sont des piégeurs de radicaux libres et agissent sur certains
précurseurs peroxydes et empéchent ainsi la réaction en chaine de la peroxydation (Chang et
al, 2007; Harliansyah et al, 2007).

Selon Paixdo et al, 2007, les propriétés antioxydantes de plusieurs composés phénoliques
sont relativement liées a leur pouvoir réducteur.

Les résultats du pouvoir réducteur des extraits sont représentés dans la figure 16, ils montrent
que :
L’ absorbance d’huile BIBAN est 0.535 et 0.262 pour d’huile RAJAA et 0.133 pour I’huile

Italienne (ORO VERDE).
0.6 -

0.5 -

04 0.535

0.3 -

0.2 -

pouvoir réducteur 3
700 nm

0.1 - 0.262
0.133

BIBAN RAJAA ORO VERDE
Huile d'olive

Figure 16 : Pouvoir réducteur des différents échantillons d’huile d’olive.

L’analyse statistique a montré des différences significatives (p<0,05) existent entre les extraits
d’huiles BIBAN et ORO VERDE. Néanmoins aucune différence significative n’est
enregistrée entre BIBAN et RAJAA, ni entre RAJAA et ORO VERDE a (p<0,05).
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Malgré que I’huile ORO VERDE soit plus riche en polyphénols totaux elle présente un
pouvoir réducteur faible que celle BIBAN et RAJAA ceci pourrait étre en relation avec les

teneurs en flavonoides car les huiles BIBAN et RAJAA sont plus riches en flavonoides.
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Conclusion

Conclusion et perspectives

Dans le cadre de 1’étude biologique de I’huile d’olive extra vierge, nous avons réalisé une
identification de composés phénoliques (Polyphénols totaux et flavonoides) de trois
échantillons d’huiles d’olive vierge extra commerciale (BIBAN, RAJAA, ORO VERDE).

Nous avons aussi évalué 1’activité antioxydante de ces extraits méthanoliques par le test du
pouvoir réducteur.

Les résultats obtenus indiquent que I’extrait méthanoliques de 1’huile italien ORO VERDE a
une teneur élevée en polyphénols totaux par rapport aux autres huiles BIBAN et RAJAA. En
ce qui concerne les teneurs en flavonoides, 1’étude montrée que 1’huile BIBAN a des teneurs
plus élevée que celles des autres échantillons étudiees.

Quant a D’activité antioxydante, nous avons étudié le pouvoir réducteur des extraits
méthanoliques, la capacité réductrice la plus élevée est trouvée dans 1’huile algérienne BiBAN
méme si la teneur était plus faible que I’huile italienne en termes de polyphénols, cependant,
son pouvoir antioxydant reste le plus important.

Au terme de cette étude, il apparait que I’étude de la fraction phénolique peut fournir un
parametre précieux dans la caractérisation des huiles d’olive. Nous avons constaté que les
huiles d’olive extra vierges peuvent constituer une source importante en divers composés
phénoliques doués d’une activité biologique et surtout antioxydante, ce qui confirme ’intérét
de la consommation des huiles d’olive, Cependant, et malgré leur importance, ces résultats
restent partiels et d’autres travaux s’imposent. Donc, il serait intéressant de :

e Déterminer le profil en composés phénoligues.

e Etablir I’influence de certains paramétres sur I’activité antioxydante des composés
phénoliques de I’huile d’olive (le stockage des olives et de de I’huile, les paramétres
d’extraction, les techniques d’extraction).

e FEtudié les différentes variétés d’olive algériennes pour améliorer la qualité d’huile

locale.
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ANnnexes




e Dosages des polyphénols totaux

-Préparation de Folin—Ciocalteu 1/10

-Mélanger 1ml de Folin-Ciocalteu avec 9ml d’eau distillée
-Préparation de carbonate de sodium7.5%

759 ——— 100ml

Xg —— 50ml donc X=3.75¢g

Dissoudre 3.75g de carbonate de sodium dans 50ml d’eau distillée

e Dosage des flavonoides

-Préparation de trichlorure d’aluminium(AICl;) a 2%
20  =—p 100ml

X0 ey 50mMI donc X=1g

Dissoudre 1g de trichlorure d’aluminium dans50ml de méthanol.

e Pouvoir réducteur
-Préparation de ferricyanure de potassium (Kz;Fe(CNg) a 1%
Dissoudre 1g de ferricyanure de potassium dans 100ml d’eau distillée.
-Préparation d’acide trichloracetique (TCA) a 10%
Dissoudre 10 g de TCA dans 100ml d’eau distillée.
-Préparation de la solution de chlorure ferrique (FeCl,) a 0.1%
Dissoudre 0.1g de chlorure ferrique (FeCl) dans 100 ml d’eau distillé.



