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Introduction

Introduction

Depuis des millénaires, I'olivier a fagconné les paysages, I’histoire, la culture et la
gastronomie du bassin méditerranéen.

En Algérie, 1'Olea europaea constitue 1'une des principales espéces fruitiéres
cultivées, avec environ 383.443 hectares, occupant ainsi 40% des superficies cultivées
comparativement aux autres cultures fruitiéres. Actuellement, 1’olivier est cultivé a travers
I’ensemble du territoire national, allant des zones montagneuses aux zones arides et
sahariennes (DSA, 2018).

L’huile d’olive occupe une position unique parmi les huiles alimentaires, elle est
consommée dans son état brut en dehors de tout processus de raffinage. Ainsi, elle
maintient ses composants naturels ayant un grand intérét biologique tels que les
polyphénols, réputés pour leur potentiel antioxydant puissant (Ryan et al.,1998 ; Dhifi et
al.,2005).

La qualité de I'huile d'olive dépend de ses caractéristiques physico-chimiques,
organoleptiques, et de la teneur des composants naturels existant dans I'huile tels que la
chlorophylle, les polyphénols, les caroténoides, les acides gras (essentiellement les acides
oléiques et le linoléique) (Khlif et Rekik, 1996).

La stabilité a I'oxydation appréciable de I'huile d’olive est principalement due a sa
composition caractéristique en acides gras mono insatureés tels que I'acide oléique (C18: 1)
et a la présence d'une quantité importante de composants mineurs tels que les composés
phénoliques et le o-tocophérol dotés de fortes propriétés antioxydantes (Psomiadou et
Tsimidou, 1999).

Au cours de la cuisson, I’huile d’olive subit une série des réactions chimiques, a
savoir, I'hydrolyse, I'oxydation, I'isomérisation, polymerisation en raison de la température
élevée et I'absorption de lI'oxygene et de I'eau (Choe et al.,2007). Par conséquent sa qualité
physicochimique, nutritionnelle et organoleptique peut diminuer significativement, d’ou
s’inscrit la présente étude qui a pour but de déterminer les effets de la cuisson sur la qualité
de I’huile d’olive issue de deux variétés différentes de la région de Bejaia et de déterminer
les variations des teneurs en divers antioxydants, de I’activité antioxydante, ainsi que

’activité antimicrobienne qui peuvent avoir lieu lors ce processus.
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Pour cela, le travail est organisé en trois parties :

> La premiére partie est réservée a la synthese bibliographique, cette derniére inclut
des généralités sur I’huile d’olive, composition chimique, les antioxydants;

> La deuxiéme partie présente le matériel et les méthodes utilisées pour la
détermination des caractéristiques physicochimiques, le dosage des différents
antioxydants, et 1’évaluation de I’activité antioxydante et antimicrobienne des
extraits d’huiles d’olives ;

» La troisieme partie est consacrée aux résultats obtenus ainsi que leurs

interprétations.
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I. Définition et structure de ’olive
L’olive, est une drupe charnue ayant une forme plus au moins ovale, a peau lisse.

Elle est constituée de 1’extérieur vers I’intérieur de trois parties: 1’épicarpe, le mésocarpe et
I’endocarpe (figure 1) (Fedeli, 1997).
I.1. Epicarpe

C’est la peau ou la couche externe de 1’olive, sa couleur varie selon le degré de
maturation du vert au début de maturation jusqu’au noir foncé en pleine maturité (Bianchi,
2003).
1.2. Mésocarpe

Dénommé également pulpe (70 a 80 % du poids du fruit). Représente la partie
comestible de I’olive et renferme divers constituants: eau, lipides, protéines, sucre,
minéraux (Bianchi, 2003).
1.3. Endocarpe

L’endocarpe (noyau) représente 18 a 22 % du poids du fruit. Il est composé de deux
systéme 1’un est constitué de la partie la plus externe la seconde de la matrice protéique,
contenant la composante lipidique et la composante hydrophile (Cortesi et al., 2000 ;
Bianchi, 2003).

Epicarpe
Meésocarpe ou Pulpe
- Endocarpe ou paroi
e ) du noyau

- Amandon

Figure 1 : Schéma représentatif de la structure de 1’olive (Nefzaoui, 1984).

I1. Composition chimique de I’olive

Les constituants majoritaires de 1’olive sont les triglycérides, 1’eau, les
polysaccharides et d’autres constituants présents en faibles concentrations mais qui
conférent a I’huile ses qualités gustatives, nutritionnelles et sa stabilité vis-a-vis de
I’oxydation. Cette composition est influencée par le cultivar, les conditions de culture et le

degré de maturité
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du fruit (Zarrouk et al.,1996 ; Gomez-Rico et al.,2008). Les principaux constituants de

I’olive sont représentés dans le tableau I (annexe I).

I11. Technologie d’élaboration de I’huile d’olive

I11.1. Récolte des olives

Pour obtenir une huile de qualité, il est important que les olives soient de bonne
qualité (fruits non abimeés) au moment de la récolte (EI Antari et al.,2000).
Il est nécessaire de récolter les olives sur I’arbre, a la main ou a I’aide de moyens
mécaniques et d’éviter de ramasser les olives tombées par terre et les pratiques qui nuisent
aux fruits et aux arbres comme le gaulage qui provoque la blessure des fruits (Cavusoglu
et Oktar, 1994 ; EIl Antari et al.,2000).
111.2. Effeuillage et lavage

L’effeuillage est effectué¢ a I’aide d’un appareil automatique muni d’un systéme
d’aspiration, a défaut de disposer d’un systtme mécanique, cette opération peut Etre
réalisée manuellement. (Di Giovacchino, 1991; Chimi, 2001).
Apreés Deffeuillage, il convient de procéder au lavage des olives, pour éliminer toutes les
impuretés (terre et poussiére) qui risquent d’altérer la qualité de 1’huile d’olive vierge
(Uzzan, 1994; Chimi, 2001).
111.3. Broyage

Les olives propres sont soumises a un broyage poussé qui vise a faire éclater la
drupe gorgée d’huile, a permettre le concassage du noyau et 1’écrasement de 1’amande,
ceci est réalisée par de broyeurs a meules (granite ou pierre) ou de broyeurs métalliques (a
marteaux fixes ou mobiles, a dents ou a disques, a rouleaux...) (Uzzan, 1992 ; Di
Giovacchino, 1991 ; Benlemlih et Ghanam, 2012).

La durée de broyage ne doit pas dépasser 20 a 30 minutes. La prolongation du
broyage provoque 1’oxydation des polyphénols (Ouaouich et Chimi, 2007).
111.4. Malaxage

Le malaxage des pates d’olive doit étre réalisé pendant une courte durée et il est
recommandé d’opérer a une température ne dépassant pas la température de 30°C
(Demnati, 2008). 11 s’effectue au moyen d’un équipement appelé malaxeur, muni d’un
systeme permettant le réchauffement contrélé et adéquat de la pate pendant un temps

donné de brassage continu et lent (COI, 2006).
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1V. Définition de ’huile d’olive

L’huile d’olive est I’huile provenant uniquement du fruit de I’olivier (Olea
europaea L) a I’exception des huiles obtenues par solvants ou par des procédés de ré-
estérification et de tout mélange avec des huiles d’autre nature (COI, 2003).

IV.1. Production mondiale d’huile d’olive

La production mondiale était estimée a 2900 000 tonnes (t) lors de la compagne
oléicole 2017/2018 dont 1 800 000 tonnes sont produits par les pays de [’union
européenne. L’Algérie, 1’Argentine, la Jordanie, le Maroc, la Palestine, la Tunisie et la
Turquie ont enregistré quant a eux une production de plus de 800 000 tonnes d’huile.

Le principal importateur d’huile d’olive reste les Etats-Unis, avec 37 % du marché
mondial, suivi de I’Union européenne (16 %) (COI, 2018).

1VV.2. Classification des huiles d’olive

IV.2.1. Les huiles d’olives vierges

Ces huiles sont obtenues uniquement par des procédés mécaniques ou physiques
dans des conditions thermiques notamment, qui n’entrainent pas d’altération de I’huile, et
n’ayant subi aucun traitement autre que le lavage, la décantation, la centrifugation et la
filtration (COI, 2015) (annexe 1, tableau II).
a L’huile d’olive vierge extra : c’est une huile dont I’acidité libre exprimée en acide
oléique est au maximum de 0,89 pour 100 g.
b. L’huile d’olive vierge : c’est une huile dont 1’acidité libre exprimée en acide oléique est
au maximum de 2g pour 100g.
C. L’huile d’olive vierge courante : il s’agit d’huile d’olive vierge dont I’acidité libre
exprimée en acide oléique est au maximum de 3,3g pour 100 g.
IV.2.1. L’huile d’olive raffinée

C’est I’huile d’olive obtenue a partir des huiles d’olive vierges par des techniques
de raffinage qui n’entrainent pas de modifications de la structure glycéridique initiale. Son

acidité libre exprimée en acide oléique est au maximum de 0,3g pour 100g.
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V. Composition chimique de I’huile d’olive

V.1. Fraction saponifiable

Elle représente 99 % de I’huile d’olive, constituée principalement d’acides gras
estérifiés et de triglycérides (Karleskind, 1992).
V.1.1 Acides gras

Le principal acide gras de I’huile est 1’acide oléique (55 a 83 %), suivi de ’acide
palmitique (7,5 & 20 %) et I’acide linoléique (3,5 a 21 %) (annexe I, tableau III).
Cependant, I’huile d’olive est pauvre en acides gras saturés comparés a certaines graisses
alimentaires (Karleskind, 1992).
V.1.2 Triglycérides
Les triglycérides constituent le principal composant de 1’huile d’olive (environ 98%)

(Olivier et al.,2004). Le triglycéride majoritaire de I’huile d’olive est la trioléine (000)
(annexe I, tableau 1V) (Ruiz et al.,1998).

V.2. La fraction insaponifiable

La fraction insaponifiable de I’huile d’olive est constituée d’un mélange complexe de
composés. Celle-ci varie de 0,4 a 0,8% pour I’huile d’olive, et de 1 a 2% pour I’huile
extraite du grignon d’olive (Karleskind, 1992).

V.2.1. Stérols

IIs représentent environ 15 % de la fraction insaponifiable. La quantité totale de
stérols varie selon la variété d’olive et leur degré de maturité (Haddam et al.,2014). Les
principaux stérols dans 1’huile d’olive sont le B-sitostérol ; le A-5 avenastérol ; le
campestérol et le stigma-stérol (annexe I, tableau V).

V.2.2. Tocophérols

L’huile d’olive contient des teneur variable en tocophérol, allant jusqu’a 450 mg/kg d’huile
(Gutierrez et al.,1999 ; Boskou et al.,2006). L’alpha-tocophérol représente a lui seul 90%
de la totalité des tocophérols (Sherwin, 1976). Alors que la beta, gamma et delta
tocophérol ne sont présentes qu’a 1’état de traces (Psomiadou et al.,2000). La teneur en
tocophérols est fortement influencée par la variété d’olive, le stade de maturation et lors de
I’extraction (Sakouhi et al.,2008).

V.2.3. Pigments

L’huile d’olive contient deux types de pigments : les chlorophylles et les

caroténoides (figure 2 et 3). La présence des chlorophylles dans 1’huile d’olive fraiche
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oscille entre 1 et 20 ppm, dont 40 a 80% sont des phéophytines (Ryan et al.,1998).
Cependant, la concentration des caroténoides dans 1’huile d’olive est de 0,5 a 1 mg/100g,
dont 30 a 60% sont de lutéine, 5 a 15% sont de P-caroténe, et diverses xanthine
(Karleskind, 1992).

Figure 2 : structure de la chlorophylle (Folly, 2000).

p-carotene

Figure 3 : Structure de 3-carotene (Folly, 2000).

V.2.4. Les composants aromatiques

Les composés aromatiques sont des molécules de faible poids moléculaire
possédant une volatilité a température ambiante (Angerosa, 2002). Ces composes sont
majoritairement des produits de 1’oxydation des acides gras insaturés. D’une manicre
générale, les enzymes endogénes présentes dans 1’olive, dégrade les acides gras par la
voie de lipoxygenases et les produits obtenus sont liés aux perceptions positives des

aromes de I’huile d’olive (Venkateshwarlu et al.,2004).

V.2.5. Autres composeés
L huile d’olive contient d’autres composés :

Les hydrocarbures : le principal hydrocarbure de I’huile d’olive est le squaléne, un
triterpéne qui provient dans la voie de biosynthése de cholestérol (Assman et
Wahburg, 2000).
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L’huile d’olive vierge contient une concentration en squaléne qui varie de 300 a 700
mg /100 g de la fraction insaponifiable (Uzzan, 1992).
Les alcools aliphatiques (du méthanol au pentanol,...etc.).

Les phospholipides (5 a 15 mg/100 g).

V1. Aspects nutritionnel et thérapeutique de I’huile d’olive

L’huile d’olive est riche en substances anti-oxydantes (polyphénols, caroténoides,
tocophérols...) qui sont impliqués dans la protection contre certaines maladies : maladies
cardiovasculaires, certaines cancers et maladies neuro-dégénératives (Alzheimer,
Parkinson) (Servili et al.,2004). D’autre part, la richesse de 1’huile d’olive en acides gras
mono-insaturés, principalement, 1’acide oléique, contribue a I’augmentation du taux des
HDL, diminue et empéche I’oxydation des LDL, diminuant ainsi le risque d’athérosclérose
et des maladies cardiovasculaires (Jacotot et al.,1985; Delplanque et al.,1999; Visioli et
al.,2002). En effet, la teneur élevée en acide oléique diminue le risque des cancers du sein,
des ovaires, de 1’estomac et du colon (Owen et al.,2003 ; Colomer et Menéndez, 2006 ;
Baccouri et al.,2008). Par ailleurs, I’intérét nutritionnel du squaléne (hydrocarbure), des
stérols et des tocophérols réside dans leur potentiel a diminuer les concentrations
plasmatiques du cholestérol total et des LDL (Kafatos, 1995 ; Sotiroudis et Kyrtopoulos,
2008).

VII. Principaux antioxydant d’huile d’olive

L’huile d’olive renferme plusieurs types d’antioxydants naturels (figure 4). Ces
antioxydants agissent par différents mécanismes et contribuent differemment a la stabilite
de I’huile d’olive.

VI1.1. Composeés phénoliques

Les propriétés antioxydantes et la valeur de ’huile d’olive qui en résulte peuvent étre
attribuées en grande partie aux composés phénoliques (Ryan et al.,1998).

Ces composés contribuent a la stabilité de 1’huile d’olive vierge par piégeage des radicaux
pyroxyles et alkoxyls et par chélation des métaux de transition qui sont présents en traces
(Leger, 2003 ; Bendini et al.,2007).

VI1.2. Tocophérols

L’o-tocophérol est considéré comme antioxydant majeur de I’huile d’olive (Blekas et

al.,1994). Elle favorise la stabilité de I’huile d’olive vierge, par inhibition de I’auto et la
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photo-oxydation en désactivant 1’oxygene singulet (Ryan et al.,1998; Ben Tekaya et
Hassouna, 2007).

VI11.3. Caroténoides

Les principaux caroténoides présents dans 1’huile d’olive sont la lutéine, le B- carotene. Les
caroténoides et en particulier le B-carotene sont des antioxydants efficaces, cela est du a
leur habilité a altérer I’espéce oxygéné radicalaire (Morello et al.,2004). Ils sont bien
connus comme désactivant de 1’oxygene singulet, ils sont donc des inhibiteurs tres
efficaces de la photo-oxydation induite par les pigments chlorophylliens (Perrin, 1992).
VI11.4. Squaléne

Ce composé joue un rdle important dans I’inhibition de I’oxygene singulet, donc il a une
activité antioxydante durant la photo-oxydation de I’huile d’olive exposée a la lumiére
(Psomiadou et Tsimidou, 2002).
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Figure 4 : Structure des principaux antioxydants de I’huile d’olive (Leger, 1999).
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V1Il. L’oxydation de I’huile d’olive

Le comportement des lipides vis-a-vis de l’oxydation est trés variable, ces
variations peuvent étre expliquées selon Alyor et Ori-jesu (2008) par I’influence de
différents facteurs ;
-Teneur en oxygéne: la dégradation des lipides par 1’oxygene est la cause majeure de la
détérioration des corps gras pendant le stockage.
- Lumiére: elle active le phénoméne d’oxydation en accélérant la réaction d’initiation.
-Température: elle favorise également I’oxydation en augmentant la vitesse de
décomposition des peroxydes. Les acides gras saturés ne se décomposent qu’a une
température supérieure a 60°C, tandis que les polyinsaturés s’oxydent méme lors de
I’entreposage des aliments a ’état congelé.
-Traces métalliques : le fer et le cuivre a des concentrations de moins de 1 ppm peuvent
causer une réduction notable de la stabilité des corps gras (Sherwin, 1978 ; Alyor et
Orijesu, 2008). Ce probléme est amplifié par la présence d’acides gras libres qui agissent
en solubilisant les métaux dans les lipides.
-Teneur en acides gras libres : les acides gras libres sont plus sensibles a I’oxydation que
ceux estérifies.

- Enzymes : la présence de lipoxygénases accélere le processus d’oxydation.

IX. Effets de la cuisson des corps gras

Les cycles successifs de chauffage et de refroidissement auxquels sont soumis les
corps gras lors de leur utilisation en friture provoquent de nombreuses transformations en
particulier sur les acides gras insaturés. Ces transformations résultent de réactions
complexes: oxydation, polymeérisation, hydrolyse, cyclisation et pyrolyse (Augustin et
Berry, 1983 ; Quiles et al.,2002 ; Kalogianni et al.,2009). Les produits de dégradation
des huiles sont généralement des composeés volatils et non volatils. La fraction volatile est
essentiellement constituée d’aldéhydes saturés et insaturés, cétones, alcools, acides gras
courts, esters. La quasi-totalité de ces produits est entrainée par le degagement de la vapeur
qui accompagne toute friture. Les produits non volatils de PM élevé (polymeres, acides
oxydés, monomeéres cycliques) restent dans 1’huile, et donc une partie peut étre absorbée
par I’aliment (Allam et El-sayed, 2004 ; Navas et al.,2007).

L'huile d'olive est idéale pour les fritures. Dans des conditions adéquates de

température, si elle n'est pas chauffée excessivement, elle ne subit aucune modification
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substantielle dans sa structure et conserve mieux que les autres huiles ses propriétés
diététiques, non seulement grace a la présence des antioxydants mais également pour sa

richesse en acide oléique. Elle a un point de fumée élevée (210°), nettement supérieur a la
température idéale de friture des aliments (180°) COl, (2018).
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I. Echantillonnage
Les huiles d’olives utilisées dans la présente étude appartiennent a deux variétés

différentes qui sont récoltées durant la compagne oléicole 2018/2019.

e Préparation des échantillons
Elle est réalisée par le remplissage de six flacons (en verre ombré) avec 150 ml d’huile
de chaque variété. Ces échantillons ont été incubué ( flacons ouverts ) a I’étuve réglée a 180 +
5°C durant une période de deux heures ; pendant laquelle, on a prélevé cing échantillons
différents apres un intervalle de temps de 15, 30, 45, 60, et 120 min, respectivement puis sont
réfrigérés ; cependant deux autres flacons de chaque variété analysée n’ont subit aucune

cuisson ; ils ont été directement réfrigérés et considérés comme témoins.

I1. Analyses physicochimiques
I1.1. L’acidité

L’acidité, nous renseigne sur le degré d’hydrolyse et le taux d’acide gras libres
présents dans une huile. Selon la nature des matieres grasses, elle est exprimée en acide
oléique dans le cas de I’huile d’olive. La méthode est basée sur la neutralisation d’une
quantité connue de matiere grasse avec une solution d’hydroxyde de potassium préparée dans
I’éthanol a une normalité bien déterminée, pour donner des savons comme 1’explique la
réaction suivante :

R-COOH + KOH » R-COOK +H20
(Acide gras) (Savon)

La mesure de I’acidité est réalisée selon la méthode normalisée C.E.E (2568/91). Une
masse de 0,5g d’huile d’olive a été ajoutée a 2,5 ml d’un mélange d’éthane éther-pétrole 80%
(V/IV). Apres agitation, on titre le mélange avec une solution de KOH (0,02N) en présence de
phénolphtaléine jusqu’au virage de I’indicateur coloré et apparition d’une couleur rose pale,
un essai témoin (sans matiére grasse) a été réalisé dans les mémes conditions.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’acide oléique selon la formule suivante :

A% (Acide oléique) = (V-V0) *N*P/10*m

Ou:
V : Volume de la solution KOH nécessaire (ml) ;
Vo : Volume de la solution KOH a blanc (ml) ;
m : Prise d’essai en grammes ;

N : Normalité de la solution KOH ;
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P : Poids moléculaire d’acide ol¢ique : 282g/mol.
11.2. Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde nous renseigne sur le degré d’oxydation du corps gras. La
méthode consiste en un traitement d’une quantit¢ d’huile dans de 1’acide acétique et du
chloroforme, par une solution d’iodure de potassium (KI) puis on titre 1’iode libéré par le
thiosulfate de sodium (0,01N) en présence d’empois d’amidon. Les acides gras insaturés
entrant dans la composition du corps gras s’oxydent partiellement en présence de 1’oxygéne

de I’air pour donner des peroxydes.

R-CH=CH-R +02—— 4 R-CH-CH-R’
|
AGI 0-0

Peroxyde

La réaction d’iodure de potassium en milieu acide est la suivante :
R-?H-?H-R’ + 2KI + 2CHsCOOH ———» R-c\H-c/:H-R’ +2 CH3-COOK + H20 +1
0-0O O

L’io0de libéré va agir avec le thiosulfate de sodium suivant cette réaction :

I + 2NaxS203 » 2Na 2+ Na25406

L’indice de peroxyde est déterminé selon la méthode normalisée par le réglement
C.E.E (2568/91). Une masse d’huile d’olive (0,5g) est mise en solution ave 2,5 ml de
chloroforme, un volume de 2,5ml d’acide acétique et 0,25ml d’iodure de potassium saturé
(K1) sont ajoutés. Apres une réaction pendant 5 min a I’obscurité, un volume de 2,5ml d’eau
distillée est additionné, en présence de quelques gouttes d’empois d’amidon (0,1%). Le
mélange est titré avec le thiosulfate de sodium (Na2S203) a 0,01N, en agitant vigoureusement
jusqu’a disparition de la couleur. Un essai a blanc est effectué simultanément. L’indice de
peroxyde (IP) est exprimé en milliéquivalent d’oxygéne actif par kilogramme d’huile selon la

formule suivante :

IP (meq d’02/Kg) = N* (V - V0) *1000 /m

Ou:
N:Normalité de thiosulfate de sodium (Na2S203) (0,01N) ;

V, Vo: Volumes de NazS>03 nécessaires pour le titrage de 1’échantillon et de ’essai a Blanc,
respectivement (ml) ;

m: masse de la prise d’essai (0,5g).
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11.3. Détermination des Absorbances dans I’ultraviolet

Cette analyse consiste a déterminer les absorbances & 232nm et a 270nm qui
correspondent au maximum d’absorbance des hydroperoxydes et des produits secondaires
d’oxydations, respectivement. L’extinction spécifique est déterminée selon la méthode décrite
par le COI (2003). Apres filtration des échantillons d’huile d’olive, on prend 0,1g dans une
fiole de 10 ml, puis on I’ajuste avec du cyclohexane. L’absorbance est mesurée a deux

longueurs d’ondes 232nm et 270nm. Les coefficients d’extinction K232 et K270 sont

exprimés selon 1’équation suivante:
ou:

K: Extinction spécifique a la longueur d’onde A ;

K=AJ/C*L

Ay : Absorbance mesurée a la longueur d’onde A ;
C : La concentration de la solution (g/100ml) ;

L:Epaisseur de la cuve en centimétre.

I11. Dosage des antioxydants

I11.1.Preparation des extraits

Les extraits sont préparés selon la méthode de Vassiliki (2009) avec quelques
modifications : une masse de 2g d’huile d’olive est dissoute dans 4ml d’hexane, additionnée
de 8ml de méthanol 80%. Le mélange est agité puis centrifugé (5000 rpm/5min) ; la phase
méthanolique qui est récupérée subit deux lavages avec I’hexane (4ml) pour éliminer les
composés liposolubles.
111.2. Composés phénoliques totaux

Le principe de la réaction de dosage des composés phénoliques est basé sur leur
capacité a réduire les acides phosphotungstiques (HsPMzi2040) et phosphomolybdiques
(H3PW12040), présents dans le réactif de Folin-Ciocalteu, en oxyde de tungstene et molybdene
(Vuorela, 2005). La teneur en composés phénoliques totaux est déterminée selon la méthode
décrite par Kahkonen et al. (1999). Un volume de 0,2ml d’extrait est mélangé avec 1 ml du
réactif de Folin-Ciocalteu. Le mélange est agité pendant 3 minutes puis additionné d’un
volume de 0,5 ml de carbonate de sodium (4%). Apres 30 minutes d’incubation a I’obscuritg,
I’absorbance est mesurée a 750 nm. La concentration en composés phénoliques totaux est
estimée en mg équivalent d’acide gallique par Kg d’huile en se référant a une courbe

d’¢étalonnage (annexe II, figure 1).
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111.3. Flavonoides

Un volume de 0,1 ml d’extrait est mélangé avec 0,4 ml d’eau distillée, 0,03 ml de
nitrite de sodium (5%) et 0,02 ml de chlorure d’aluminium (10%). Aprés incubation pendant
5 min, le mélange est additionné de 0,2 ml d’hydroxyde de sodium (1M) et de 0,25 ml d’cau
distillée (Kim et al.,2003) ; I’absorbance est mesurée a 510 nm. La teneur en flavonoides est
exprimée en mg équivalent de catéchine par Kg d’huile en se référant a une courbe
d’étalonnage (annexe II, figure 2).
I111.4. Flavonols

La méthode rapportée par Kumaran et Karunakaran (2007) est utilisée pour estimer
la teneur en flavonols: un volume de 0,5 ml du chlorure d’aluminium (2%) et 0,75 ml
d’acétate de sodium (5%) sont ajoutés a 0,5 ml d’extrait. Aprés incubation pendant 30 min a
température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 440 nm. La concentration en flavonols est
exprimée en mg équivalent de quercétine par kg d’huile par référence a une courbe

d’étalonnage (annexe II, figure 3).
I11.5. Ortho-diphénols

La teneur en ortho-diphénols est estimée selon la méthode de Tovar et al. (2002): un
volume de 2 ml d’extrait est additionné de 0,5 ml de molybdate de sodium (5%). Apres
agitation et incubation pendant 15 minutes, 1’absorbance est mesurée a 350 nm. La
concentration des ortho-diphénols est exprimée en mg équivalent d’acide caféique par kg

d’huile par référence a une courbe d’étalonnage (annexe 11, figure 4).

111.6. Pigments

Le protocole décrit par Minguez-Mosquera et al. (1991), est adopté pour estimer la
teneur des pigments (chlorophylles et caroténoides). Pour cela, une masse de 3g d’huile
d’olive filtrée est introduite dans une fiole de 10 ml. Le volume est ajusté avec du
cyclohexane et I’absorbance est mesurée a 670 nm pour les chlorophylles et a 470 nm pour

les caroténoides. Les teneurs sont déterminées selon la formule suivante:

Chlorophylles (ppm) = (As7o* 106) / (613 * 100 * L)

Caroténoides (ppm) = (A470* 106) / (2000 * 100 * L)

Ou:

A, absorbance a la longueur d’onde A ;

L: épaisseur de la cuve en centimetre (1cm) ;

613: Coefficient spécifique de la phéophytine comme standard ;
16
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2000: Coefficient spécifique de la lutéine comme standard.

IV. Activité antioxydante
IV.1. Pouvoir réducteur

Ce test mesure la capacité d’un antioxydant a réduire le fer ferrique Fes" (FeCls) en fer

ferreux Fez" (FeCl2) en présence d’un agent chromogene ferricyanure de potassium

K;[Fe(CN),]. Ceci se traduit par le virage de la couleur de ferricyanure de potassium vers une
couleur bleu verte dont I’intensité dépend du pouvoir réducteur de 1’antioxydant (Chou et
al.,2003). Le pouvoir réducteur est estime par la méthode de Gulgin et al. (2002): Un volume
de 0,25 ml d’extrait est mélangé avec 0,25ml de tampon phosphate (0,2M, pH 6,6) et 0,25 ml
de ferricyanure de potassium (1%). Le melange est incubé a 50°C pendant 20 min, puis un
volume de 0,25 ml d’acide trichloroacétique (10%) est additionneé a ce melange. Apres 5min
d’incubation, 0,2ml de chlorure ferrique (0,1%) sont ajoutés et I’absorbance est mesurée a
700 nm. Le pouvoir réducteur des extraits est exprimé en mg équivalent d’acide ascorbique
par kg d’huile par référence a une courbe d’étalonnage (annexe II, figure 5).
IV.2. Détermination de I’activité anti radicalaire

La méthode utilisant le radical DPPHe (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est largement
employée pour évaluer D’activité anti-oxydante. Elle est rapide et facile et s’effectue a
température ambiante. La délocalisation d’un €lectron autour de la molécule de DPPHe qui est
un radical a I’origine de sa couleur violette foncée; en présence d’une substance anti-oxydante
et apres libération d’un proton ou d’un électron, le radical DPPHe est converti en DPPH. La
réduction des radicaux DPPHe implique une baisse de 1’absorbance. Sous la forme radicalaire,
le DPPH« absorbe a 515 nm (Williams et al.,1995).
DPPH*+ AH ——eeeep DPPH -H + Ae

Un volume de 0,1 ml d’extrait est additionné de 1 ml de la solution DPPHe. Le
mélange est incubé a 1’obscurité pendant 30 min. L’absorbance est mesurée a 515 nm.
L’activité anti radicalaire des extraits est estimée en mg équivalent d’acide ascorbique par K¢
d’huile en se référant a une courbe d’étalonnage (annexe II figure 6).
1V.3. Détermination de ’activité inhibitrice de peroxyded’hydrogene

La capacité des extraits d’huiles a piéger le peroxyde d’hydrogene est mesurée selon la
méthode rapportée par Atmani et al. (2009). Un volume de 0,15 ml d’extrait est ajouté a 1 ml

d’une solution de peroxyde d’hydrogéne et 1,35 ml de tampon phosphate (0,1 M ; pH 7,4).
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Un blanc a été préparé suivant les mémes conditions en remplacant I’extrait par le solvant
d’extraction (méthanol). L’absorbance des échantillons est mesurée a 230 nm apres une
incubation de 20 min. Le pouvoir antioxydant est exprimé en pourcentage d’inhibition du

peroxyde d’hydrogene selon la formule suivante :

Pourcentage d’inhibition (%) = [(At — Ae) / At]*100

Ou;
At : Absorbance du témoin ;
Ae: Absorbance de 1’échantillon.
IV.4. Pouvoir chélateur du fer

La capacité chélatrice des extraits d’huile d’olive est mesurée en suivant 1'inhibition de
la formation du complexe Fe?*—ferrozine aprés incubation des échantillons avec le fer divalent
selon la méthode de Wang et al. (2008). Un volume de 250 ul d’extrait est additionné de 25
ul du chlorure ferreux (5SmM) et 800 pl d’eau distillée. Le mélange est agité puis incuber a
I’obscurité a température ambiante pendant 5 min ; 50 pl de la solution de ferrozine (5mM)
sont ajoutés au mélange réactionnel; I’absorbance du complexe Fe?*ferrozine est mesurée a
562 nm. L’effet séquestrant des extraits d’huile vis-a-vis du fer est exprimé en pourcentage

selon I’équation suivante :

Pourcentage de Chélation = [(At— Ae) /At] * 100

ou;

At : Absorbance du témoin ;

Ae: Absorbance de 1’échantillon.

V. Activité antimicrobienne

L’évaluation de I’activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de diffusion en
puits.

V.1. Les souches microbiennes

Les trois souches (tableau I), sur lesquelles nous avons testé 1’activité antibactérienne des

extraits ont été sélectionnées en fonction de leurs pouvoir pathogéne pour ’homme.
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Tableau | : Les souches microbiennes testées.

Souche Type

Staphylococcus aureus Gram positif (Anonyme)
Escherichia Coli Gram négatif (Anonyme)
Candida albicans Levure

V2. Préparation du milieu de culture

> milieu Plate Count Agar (PCA)
La gélose PCA est un milieu recommandé pour le dénombrement standardisé des bacteéries,
préparé comme sulit:
Mettre en suspension (23) g de la gélose PCA dans un litre d’eau distillée, porter le milieu
a ébullition sous agitation constante jusqu'a dissolution complete, répartir en flacons puis
auto-claver pendant 20 minute a 121 °C et introduire dans des boites de Pétri stérile.

» Muller-Hinton
Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton, préparé comme
suit:
Dissoudre (38) g de la gélose Muller-Hinton dans un litre d’eau distillée. Faire bouillir
avec agitation jusqu'a dissolution complete, répartir en flacons puis auto-claver pendant 20
minute & 121°C et finalement couler le milieu dans les boites de Pétri.
V.3. Préparation de I’inoculum

Les souches bactériennes sont ensemencées dans la gélose nutritive et incubées a
37C° pendant 24 h, pour optimiser leur croissance. On racle a I’aide d’une anse de platine

quelques colonies bien isolées et identiques de chacune des souches bactériennes a testées
(lO+7 UFC/ml). Décharger I’anse dans 5 ml d’eau physiologique.
V.4. Diffusion en puits

L’activité antimicrobienne des différents extraits a été étudiée pour chaque souche
bactérienne. A partir d’une culture de 24h (1O+7 UFC/ml). L’ensemencement de

I’inoculum est réalisé en surface du milieu Muller-Hinton préalablement couler dans des
boites de Pétri, des puits ont ét¢ découpés a 1’aide de pipettes Pasteur (I’extrémité épaisse)
ensuite 50ul d’extrait distribué dans chaque puits. Les cultures sont incubées dans des

étuves a la température de 37 °C pendant 24h et les auréoles d’inhibition sont mesurées par
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un pied a coulisse le diamétre des puits est inclus dans le tableau des résultats (Tableau

1.

V1. Analyse statistique

Les résultats obtenus pour chaque échantillon représentent la moyenne de trois
essais. L’¢tude statistique a été réalisée pour la comparaison de ces résultats et la mise en
évidence des difféerences significatives ou non entre les échantillons, et ce, pour chaque
paramétre, en appliquant une analyse de la variance (ANOVA) a l’aide d’un logiciel

STATISTICA 5,5. Le seuil de signification des résultats est pris a la probabilité p <0,05.
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I. Analyses physico-chimiques

Résultats et discussion

Les résultats des analyses physico-chimiques effectuées sur les deux variétés d’huiles

d’olives sont représentés dans le tableau suivant.

Tableau Il : parameétres physico-chimiques des huiles analysées.

Paramétre Temps de cuisson Moyenne + écart type
physico-chimique (min) Variété 1 Variété 2
0 0,1°+0 0,18¢+ 0,06
15 0,1+ 0 0,18° + 0,06
Acidité (% acide 30 0,2° + 0,06 0,22°+0
oléique) 45 0,33+ 0 0,32%° + 0,12
60 0,2°° + 0,06 0,62+0,17
120 0,1°+0 0,41° + 0,07
0 0,4°+0 0,402+ 0
15 0,72+0 0,33+ 0,06
Indice de peroxyde 30 0,6°+0 0,28° + 0,03
(Meq d’0,/ Kg) 45 0,279 0,06 0,22°+ 0,03
60 0,29+ 0 0,12+ 0,03
120 0,1° £0 0,058+0
Extinction A =232 A =270 A =232 A =270
spécifique dans 0 1,51°40,33 | 0,079+0,05 | 1,572+0,31 | 0,059 +0,03
I’Uv 15 2,272+0,13 | 0,17°+0,03 | 1,862+0 0,12+ 0,01
Coefficient 30 2,080 0,05 | 0,49°+0,04 | 1,82°+0,03 | 0,15+ 0,01
d’extinction (K) a 45 1,97%°+ 0,03 | 0,27°+ 0,03 | 1,632+£0,1 | 0,242+ 0,02
A =232nm et 60 1,66 0,25 | 0,26°+0,01 | 1,662+0,02 | 0,17°+0
A =270 nm 120 0,919+ 0,56 | 0,13°+0,01 | 1,55°+0,34 | 0,222 + 0,04

Les lettres minuscules (a>e) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p<0,05) entre les huiles

analysées au cours de la cuisson.

I.1. Acidité

Le taux de dégradation hydrolytique, enzymatique ou chimique est estimé par

I’acidité (Abaza et al.,2002). L’analyse statistique révele des différences significatives

(p<0,05) entre les deux variétés au cours de la cuisson d’huile d’olive.

Concernant I’acidité de la variété 1, on observe une stabilité aprés 15 min (0,1%),

une augmentation de 15 a 45 min (0,1-0,3%), puis une diminution de 45 a 120 min (0,3-

0,1%). De méme pour la variété 2 pour laquelle on remarque une stabilité de 0 a 15 min

(0,18%), une augmentation de 15 a 60 min (0,18-0,6%) et enfin une diminution jusqu’a la

fin de cuisson (0,41%). La stabilité enregistrée peut étre expliquée par un début lent de

I’hydrolyse des triglycérides, puis 1’augmentation de I’acidit¢ est a 1’origine de

I’accumulation des acides gras libérés lors de I’hydrolyse des triglycérides, alors que la

diminution peut signifier la transformation de ces acides gras libres en d’autres composés

tels que les hydroperoxydes.
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Concernant les huiles fraiches analysées, les résultats ont montré que la deuxiéme
variété renferme plus d’acides gras libres comparant a la premicre ; toute fois, les valeurs
obtenues sont conformes aux normes établies par le COI (2015).

1.2. Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde détermine le nombre d’hydroperoxydes et constitue 1’un des

moyens directs pour mesurer 1’auto-oxydation lipidique, il est exprimé en milliéquivalent
d’oxygene actif par Kg d’huile (Ryan et al.,1998).
L’analyse statistique montre une différence significative (p<0,05) entre les deux variétes ;
I’indice de peroxyde des huiles de la variété laugmente de 0,4 a 0,7 meqO2/kg pendant la
premiere quinzaine de minutes, puis diminuent de 0,7 a 0,1 meqO2/kg durant le reste du
temps de cuisson, contrairement a la variété 2, ou on a remarqué une diminution de 0,4 a
0,05 meqO2/kg tout au long de la cuisson.

L’augmentation peut signifier la formation des hydroperoxydes alors que la
diminution peut s’expliquer par la formation des composés secondaires (acétones,
aldéhydes,...). Les valeurs d’indice de peroxyde des huiles analysées sont largement
inférieures a la limite établie par le COI (2015).

1.3. L’absorbance spécifique a ’ultraviolet

La détermination des coefficients d’extinction dans 1’ultraviolet (K232 et K270) nous
renseigne sur la présence ou I’absence des produits d’oxydation secondaires dans 1’huile.
L’extinction spécifique des huiles dans 1’ultraviolet constitue un paramétre important de
leur qualité. En effet, a 232 nm, elle permet d’évaluer la présence de produits primaires,
alors qu’a 270 nm, c’est les produits secondaires d’oxydation (triénes conjugués) qui sont
estimés (COl, 2008).

L’analyse statistique des résultats obtenus a 232 et 270nm montre des différences
significatives (p<0,05) entre les deux variétés d’huiles. Les absorbances enregistrées a 232
nm varient entre 1,51 et 0,91 pour la variété 1, et entre 1,57 a 1,55 pour la variété
2. Concernant les coefficients d’extinction enregistrés a 270 nm ; ils sont compris entre
0,07 et 0,13, pour la variété 1 et entre 0,05 et 0,22 pour la variété 2. Les valeurs obtenues
sont conformes aux normes du COI (2015) et inférieures a celles obtenues par Casal et
al. (2010).
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I1. Dosage des antioxydants

I1.1. Composés phénoliques totaux (CPt)

L’analyse statistique des teneurs en composés phénoliques (CPt) des huiles montre
une diminution significative (figure 5) (p<0,05) au cours de la cuisson. La concentration en
composes phénoliques varie entre 359 mg/Kg et 288 mg/Kg pour la variété 1 et de 65
mg/kg a 288 mg/Kg pour la variété 2, avec des taux de pertes de 20% et 62%
respectivement. Cette baisse peut étre expliquée par la thermo sensibilité de certains de ces
composés et/ou leur role d’antioxydant dans la protection de I’huile vis-a-vis de

I’oxydation. Ces résultats sont en accord avec ceux constatés par Bester et al. (2007).
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Figure 5: Teneur en composés phénoliques totaux des huiles étudiées lors de la cuisson.

Les lettres minuscules (a>d) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p < 0,05) entre les huiles

analysées au cours de la cuisson. Les barres verticales représentent les écarts types.

11.2. Flavonoides

L’analyse statistique révele des différences significatives des teneurs en flavonoides
des variétes analysées (p<0,05) (figure 6). En effet, les concentrations diminuent
progressivement au cours de la cuisson pour atteindre des taux de perte de 23% et 64%
pour les variétés 1 et 2, respectivement. Les teneurs en flavonoide des huiles fraiches des
variétés 1 et 2 sont de 275 mg/kg et 211mg/kg, respectivement. Cette diminution peut étre
due a la dégradation de ces composés sous I’effet de la température appliquée au cours de
la cuisson. Tandis que les différences notées entre les deux variétés analysées peuvent étre

liées au degré de maturité des olives et/ou I’effet variétal.
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L’étude statistique montre 1’existence d’une corrélation significative positive (p<0,05)
entre les teneurs en composés phénoliques et en flavonoides avec un coefficient de

corrélation de 0,99 (figure 7, annexe 2).
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Figure 6: Teneur en flavonoides des huiles étudiées au cours de la cuisson.

Les lettres minuscules (a>c) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p < 0,05) entre les huiles

analysées au cours de la cuisson. Les barres verticales représentent les écarts types.

11.3. Flavonols

L’analyse statistique révele une diminution significative de la teneur en flavonols
des deux variétés analysées lors de la cuisson (p<0,05) (figure 7). La concentration en
flavonols des huiles varie entre 64 et 5 mg/kg pour la variété 1 et entre 120 a 94 mg/kg
pour la variété 2 avec des pertes de 92% et de 22%, respectivement. La dénaturation de ces

composés au cours de la cuisson peut étre a I’origine de la perte de ces composés.
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Figure 7: Teneur en flavonols des huiles analysées au cours de la cuisson.

Les lettres minuscules (a>d) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p < 0,05) entre les huiles

analysées au cours de la cuisson. Les barres verticales représentent les écarts types.
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11.4. Ortho-diphénols

L’analyse statistique montre qu’il existe des différences significatives entre les
variétés d’huiles étudiées au cours de la cuisson (p<0,05) (figure 8). Les teneurs en ortho
diphénols de la variété 1diminuent graduellement pour atteindre un taux de perte de 29%
en fin de cuisson; les valeurs sont comprises entre 172 mg/kg (témoin) et 120 mg/kg (120
min). De méme pour la variété 2, ou on a enregistré un taux de perte de 41% en fin de
cuisson (34 mg/qg).

On remarque que I’évolution de la teneur en ortho diphénols des deux variétés
d’huiles au cours de la cuisson présente le méme aspect que la variété 1 ; ce qui peut étre
expliqué par I’implication de ces composés dans la protection de I’huile vis-a-vis de
I’oxydation. L’étude comparative des variétés analysées a révélé la richesse de la variété 1;

cette différence peut étre liée aux caracteristiques des olives, notamment la taille du fuit.
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Figure 8: Teneur en ortho-diphénols des huiles étudiées au cours de la cuisson.

Les lettres minuscules (a>e) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p < 0,05) entre les huiles

analysées au cours de la cuisson. Les barres verticales représentent les écarts types.

I1.5. Pigments
11.5.1 Teneur en chlorophylles

Les teneurs en chlorophylles des huiles d’olive analysés sont indiquées dans la figure 9.
L’analyse statistique révele des différences significatives (p<0,05) des teneurs en
chlorophylles des deux variétés. Les valeurs obtenues sont de 4,69 a 3,18 ppm, et de 4,45 a
2,7 ppm pour la variété 1 et la variété 2 respectivement ; on peut déduire que les

chlorophylles se dégradent sous I’effet de la température avec augmentation du risque
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d’oxydation des huiles. L’étude comparative a montré que la premicre variété renferme la

concentration en chlorophylles la plus élevée.
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Figure 9: Teneur en chlorophylles des huiles analysées au cours de la cuisson.

Les lettres minuscules (a>c) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p < 0,05) entre les huiles

analysées au cours de la cuisson. Les barres verticales représentent les écarts types.

11.5.2. Teneur en caroténoides

Les teneurs en caroténoides des huiles analysés sont représentés dans la figure 10.
L’analyse statistique indique que les teneurs des deux variétés présente une différence
significative (p<0,05). On remarque une diminution des concentrations de 3 a 1,31 ppm
lors de la cuisson des huiles de la variété 1, et de 2,78 a 1,43 ppm lors de la cuisson des
huiles de la variéte 2 excepté pour les temps de cuisson 45 et 120 min ou on a observé une
légére augmentation. On peut expliquer cette diminution par la dégradation des
caroténoides sous 1’effet de la température. Par ailleurs, 1’augmentation observée peut étre
lice a la présence d’autres substances interférentes dans le dosage et qui ont été absorber a

la méme longueur d’onde utilisée.
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Figure 10: Teneur en caroténoides des huiles analysées au cours de la cuisson.

Les lettres minuscules (a>d) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p < 0,05) entre les huiles

analysées au cours de la cuisson. Les barres verticales représentent les écarts types.

I11. Activité antioxydante

I11.1. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est un indicateur significatif du potentiel antioxydant d’une
substance. L’activité réductrice des extraits d’huiles analysées montre des différences
significatives (p<0,05) au cours de la cuisson (figure 11). On remarque que le pouvoir
réducteur des huiles de la variété 1 augmente significativement jusqu’a atteindre la valeur
la plus élevée au bout de 30 min (683 mg/kg), puis il chute avec un taux de perte de 45%
pour atteindre I’activité la plus faible en fin de cuisson (474,27 mg/kg). De méme que pour
I’activité réductrice des extraits de la variété 2 qui atteint une valeur maximale de 173
mg/kg au bout de 30 min. Par contre 1’activité la plus faible est notée en fin de cuisson (49
mg/kg). Parmi les variétés étudiées, les extraits de la variété 1 exercent le meilleur pouvoir
réducteur.
Les différences du pouvoir réducteur constatées entre les extraits analysés pourraient étre
liées a la teneur en composés donneurs d’électrons (composés phénoliques) qui entrainent

la réduction de fer ferrique (Fe 3*) en fer ferreux (Fe?™).

L’étude statistique montre [’existence d’une corrélation significative positive
(p<0,05) entre les teneurs en composés phénoliques et le pouvoir réducteur avec un

coefficient de corrélation de 0,97 (figure 8, annexe 2).
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Figure 11: Teneur en pouvoir réducteur des huiles analysées au cours de la cuisson.

Les lettres minuscules (a>e) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p < 0,05) entre les huiles

analysées au cours de la cuisson. Les barres verticales représentent les écarts types.

I11.2. Activité anti-radicalaire

L’analyse statistique de 1’activité anti-radicalaire des huiles étudiées révele des
différences significatives (p<0,05) (figure 12). La variété 1 exerce la meilleure activité anti
radicalaire (1151 mg/kg), contrairement a la variété 2 (98 mg/kg).
Les taux de baisse de ’activité anti radicalaire au cours de la cuisson sont de 59% (variété
1) et de 33% (variété 2). Ces résultats peuvent étre expliqués par la concentration des
composés phénoliques particulierement les O-diphénols en raison de leur r6le important
dans I’activité anti radicalaire des extraits d’huile d’olive.

L’étude statistique montre [’existence d’une corrélation significative positive
(p<0,05) entre les teneurs en composés phénoliques et 1’activité anti radicalaire avec un

coefficient de corrélation de 0,93 (annexe 2, figure 9).
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Figure 12: Activité anti-radicalaire des huiles analysées au cours de la cuisson.

Les lettres minuscules (a>e) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p < 0,05) entre les huiles

analysées au cours de la cuisson. Les barres verticales représentent les écarts types.

111.3. Inhibition du peroxyde d’hydrogéne

Le peroxyde d’hydrogéne est un produit non radicalaire, mais trés réactif et susceptible de
produire des radicaux hydroxyles trés réactifs (OH") en présence du fer ferreux (Fe*2) par
la réaction Fenton. En effet, 1’activité inhibitrice du peroxyde d’hydrogéne est une méthode

importante pour la détermination des caractéristiques antioxydantes.

L’analyse statistique de 1’activité inhibitrice du peroxyde d’hydrogéne des variétés
¢tudiées montre des différences significatives (p<0,05) (figure 13). L’activité varie entre
34% (variété 1) et 76% (variété 2). Les différences constatées entre les variétés analysées
peuvent étre liées aux propriétés physico-chimiques des antioxydants présents dans les
extraits (Kulisic et al.,2004).
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Figure 13: Inhibition de peroxyde d’hydrogéne des huiles analysées lors de la cuisson.

Les lettres minuscules (a>e) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p < 0,05) entre les huiles

analysées au cours de la cuisson. Les barres verticales représentent les écarts types.

I11.4. Pouvoir chélateur du fer

La ferrozine peut former un complexe avec les ions ferreux (Fe*?). En présence d’agents
chélateurs, la formation de ce complexe est inhibée. L’analyse statistique des résultats a
révélé des différences significatives entre les variétés étudiées (p<0,05) (figure 14). Les
extraits d’huile fraiche exercent 1’activité chélatrice maximale comprise entre 10% (variété

1) et 26% (variéte 2). Ces valeurs sont enregistrées au bout de 30 min de cuisson.

>
3 2 30 - a
> 5
k= 85207y p b
2 215 -
< < C
o o
= =210 - d
S S 5 El
S 3
DO_ D_ O = L L T T L L
R T T N BN
0\\ c,ﬂ\\\ QQ\'\\\ ‘,)‘QQ\ i(\\ \\_i\\\
&N A SO
Variété 1 Variété 2

Figure 14: Pouvoir chélateur du fer des huiles analysées au cours de la cuisson.

Les lettres minuscules (a>d) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p < 0,05) entre les huiles

analysées au cours de la cuisson. Les barres verticales représentent les écarts types.
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IV. Activité antimicrobienne
Activité antimicrobienne des deux huiles d’olives étudiées sont illustrés dans le
tableau IlI.

Tableau 111 : activité antimicrobienne des deux variétés d’huiles d’olives étudiées.

Diamétre des zones d’inhibition (mm)

Variété Temps Staphylococcus Escherichia Coli Candida albicans

(min) aureus

15 - - -

Variété 1
45 - - -

60 - - -

120 - - -

0 - - -

15 - - -

_ 30 - - -
Variété 2

45 - - -

60 - - -

120 - - -

(--) : pas de zones d’inhibitions observées.

Aucune activité antagoniste n’a été enregistrée a 1’encontre des deux variétés d’huile, et
cela peut étre expliqué par la faible quantité d’extrait prise lors de I’analyse ou bien suite a
la détérioration des molécules a 1’origine de 1’activité antimicrobienne lors de la cuisson

d’huile.
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Conclusion

La présente étude nous a permis de montrer les effets de la cuisson d’huile d’olive
sur les teneurs en antioxydants (composés phénoliques totaux, flavonoides, flavonols,
ortho-diphénols et pigments), ainsi que 1’activité antioxydante (activité anti radicalaire,
pouvoir réducteur, inhibition de peroxyde d’hydrogeéne et pouvoir chélateur de fer) de deux
variétés d’huile. Cette étude est complétée par la détermination des parametres
physicochimiques (acidité, indice de peroxyde et absorbance dans 1’ultraviolet), ainsi que
I’activité antimicrobienne.

Les résultats obtenus présentent des valeurs d’acidité, d’indice de peroxyde et des
coefficients d’extinction spécifique dans I’UV (K232, K270) qui répondent aux limites
¢tablies par le COI, (2015) pour une huile d’olive extra vierge, ce qui nous permet de les
classer dans la catégorie « extra vierge ».

Les résultats enregistrés indiquent que la cuisson affecte significativement les
teneurs en composés phénoliques ainsi que le potentiel antioxydant des deux variétes
¢tudiées. L’analyse statistique des teneurs en antioxydants (polyphénols et pigments) et
’activité antioxydant montre une diminution significative au cours de la cuisson.

Le dosage des antioxydants a révélé que les teneurs les plus élevées en composés
phénoligques totaux, flavonoides et ortho diphénols sont enregistrées pour les extraits de la
variété 1. De méme pour ’activité antioxydante, les extraits de la variété 1 exercent la
meilleure activité ce qui confirme le rdle important des composés phénoliques dans
’activité antioxydante ; alors qu’aucune activité antimicrobienne n’a été observée pour les
deux variétés analysées.

On peut conclure que I’huile d’olive présente une bonne stabilité lors d’un
traitement thermique a 180°C durant la premiére quarantaine de minutes (45 min), par
contre la dégradation des antioxydants progresse durant le reste de la période de cuisson (de
45 a 120 min), jusqu’a atteindre sa plus faible concentration au bout de deux heures. De
méme pour ’activité antioxydante.

Dans le but de compléter ce travail, il serait intéressant de :
» Multiplier le nombre d’échantillons a analyser ;
» Etudier d’autres variétés Algériennes ;
» Tester d’autres processus de cuisson ;
> Deéterminer la nature chimique des composés affectés lors de la cuisson en utilisant

des méthodes plus performantes.
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Tableau I : Composition chimique de 1’olive (Laurent et Barnouin, 2000).

Constituants

Teneurs (pour 100 g de matiére fraiche)

Eau 68 g (70 4 75 %).
Lipides 209 (17 a4 30 %).
Glucides 10 g (12 %).
Protéines 19 (1%).
Acides organiques Trace.

Sels minéraux (mg)

-Sodium (Na) 128

-Fer (Fe) 2,9

-Calcium (Ca) 122

-Magnesium (Mg) 2

-Soufre (S) 27

-Manganése (Mn) 2

-Phosphore (P) 14

-Cuivre (Cu) 0,2

-Chlore (Cl) 4

Vitamines (mg)

-Vitamine E 238 — 352
-Vitamine B1 0,54-11
-Vitamine A 0,15-0,23
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Tableau Il : La classification des huiles d’olive (COI, 2015).

Annexe |

Categorie

Huile d’olive

extra vierge

Huile d’olive

vierge

Huile d’olive

courante

Huile d’olive

lampante

Acidité libre
(% d’acide

oléique)

>3,3

Indice de
Peroxyde
(meq
d’02/kQ)

Non limité

Absorbance
dans
ruv

-a270nm
-a232nm

-AK

<0,22
<25
<0,01

<0,25
<2,60
<0,01

Teneur
et

en
eau en
matiére

volatiles




Tableau 111 : Composition moyenne en acide gras de I’huile d’olive analysée par

chromatographie en phase gazeuse (COl, 2003)

Acides gras Taux en %
Acide myristique <0,05
Acide palmitique 7,5-20,0

Acide palmitoléique 0,3-3,5
Acide heptadécanoique <0,3
Acide heptadécinoique <0,3

Acide stéarique 0,5-5,0
Acide oléique 55,0-83,0
Acide linoléique 3,5-21,0
Acide linolénique <1,0
Acide arachidique <0,6
Acide gadoléique <0,4
Acide béhénique <0,2
Acide lignocérique <0,2

Tableau IV : Les principaux triglycérides de I’huile d’olive (Ryan et al.,1998).

Nature Pourcentage des triglycérides
Trioléine (O0O0) 47,45- 58,34
Dioléopalmitine (POO) 18,72- 21,81
Dioléolinoléine(OOL) 15,10- 20,96
Palmitooléolinoléine (POL) 3,16- 6,94
Dioléostéearine (SOO) 2-5
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Tableau V: Composition moyenne en stérols de 1’huile d’olive (Uzzan, 1992).

Stérols Pourcentage des stérols
totaux
B-Sitostérol 75-90
A-5 avenastérol 3-14
Campestérol 2-4
Stigmastérol 1-2
Cholestérol <0.3
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Figure 4 : Courbe d’étalonnage des ortho-diphénols.
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Figure 7: Corrélation entre les teneurs en composés phénoliques et en flavonoides des
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Figure 9: Corrélation entre les teneurs en composées phénolique et en activité anti
radicalaire des extraits d’huile d’olive.



Résumé

Ce présent travail a été entrepris dans le but d’évaluer ’effet de la cuisson sur
I’activité antioxydante de deux variétés d’huile d’olive. Les extraits ont été testés pour leurs
teneurs en antioxydants (composeés phénoliques totaux, flavonoides, flavonols, ortho
diphénols et pigments) ainsi que leurs potentiel antioxydant. Les résultats indiquent la
conformité des parametres physicochimiques (I’indice d’acidité, 1’indice de peroxyde et
I’absorbance dans 1’UV) avec les normes établie par COI (2015), pour la catégorie des huiles
d’olive vierge extra. La cuisson affecte significativement les teneurs en composes
phénoliques ainsi que le potentiel antioxydant. Le dosage des antioxydants a révélé que les
teneurs les plus élevées en composés phénoliques totaux et flavonoides et les ortho diphénols
sont enregistrées pour les extraits de la variété 1. Ces résultats montre que 1’huile d’olive
présente la meilleure stabilité lors de la cuisson a 180°C durant la premiére quarantaine de
minutes (45 min), par contre la dégradation des antioxydants progresse durant le reste de la
période de cuisson (de 45 a 120 min), jusqu’a atteindre sa plus faible concentration au bout de
deux heures. L’évolution similaire est notée pour 1’activité antioxydante.

Mots clés : huile d’olive, cuisson, antioxydant, activité antioxydante.

Abstract

This work was undertaken to evaluate the effect of cooking on the antioxidant activity of two
varieties of olive oil. The extracts were tested for their antioxidant contents (total phenolic
compounds, flavonoids, flavonols, ortho diphenols and pigments) as well as their antioxidant
potential. The results indicate the compliance of the physicochemical parameters (the acid
number, the peroxide index and the absorbance in the UV) with the standards established by
COl (2015), for the category of extra virgin olive oils. Cooking significantly affects the levels
of phenolic compounds as well as the antioxidant potential. The antioxidant assay revealed that
the highest levels of total phenolic compounds and flavonoids and ortho diphenols are recorded
for variety 1 extracts. These results show that olive oil has the best stability during cooking. at
180 ° C during the first forty minutes (45 min), the degradation of antioxidants progresses
during the rest of the cooking period (from 45 to 120 min), until reaching its lowest
concentration after two hours. Similar evolution is noted for antioxidant activity.

Keywords: olive oil, cooking, antioxidant, antioxidant activity.



