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Introduction

Introduction :

L'oxydation des lipides est I’'un des principaux problémes de détérioration des produits
alimentaires dont les huiles végétales, affectant leurs propriétés chimiques, physiques et
sensorielle (Hradkort et al., 2013). En effet, 1’auto-oxydation des lipides et leur stockage
inadéquat contribuent de maniére significative a la détérioration et a la réduction de la durée
de vie des huiles végétales, entrainant des modifications de leur couleur, de leur texture, leur

odeur et de leur arome, ainsi qu’une perte de vitamines (Schmidt et al., 2006).

L'huile de tournesol comme la plupart des huiles végétales est majoritairement
composée de triacylglycérides (98-99%) et d'une infime fraction de phospholipides, de
caroténoides, de stérols et de cires, I'huile de tournesol classique est caractérisée par une
proportion ¢élevée d'acides gras insaturés, principalement 1’acide linoléique, suivi de l'acide
oléique (Grompone, 2005). La stabilité oxydative des huiles de tournesol dépend de leur

composition en acides gras et de la présence d'antioxydants (Kamal-Eldin , 2006).

En effets, une meilleure stabilité oxydatives des huiles peut étre obtenue par 1’ajout
d’antioxydants naturels ou synthétiques, L hydroxtoluéne butylé (BHT) et I’hydroxyanisole
butylé (BHA) sont des antioxydants synthétiques courants et efficaces, cependant, ils ont été
associés a des maladies hépatiques et a la cancérogénese (Szydlowska-Czerniak et al., 2018),
par conséquent, I’industrie agro-alimentaire s’intéresse de plus en plus a I’incorporation des
substances bioactives naturelles telle que les pigments caroténoides , les tocophérols (vitamine
E) et les composés phénoliques qui sont capables d’agir comme antioxydants, de garder la
qualité de I’huile et de minimiser les dommages causée a la santé (Bakkalbasi et al., 2018;
Wang et al., 2018).

Les algues sont une source naturelle trés intéressante de nouveaux métabolites dotés
de diverses activités biologiques, ils sont considérés comme des aliments fonctionnels. Leurs
activités biologiques sont corrélées a la présence de composés chimiques, issus de leur
métabolisme primaire ou secondaires, dont certains, que 1’on retrouve uniquement chez les
algues. Cependant de nouvelles zones d'exploitation potentielle doivent étre explorées afin de

maximiser l'utilisation efficace des algues marines (Wijesinghe et Jeon, 2011).

Les Phaeophyceae ou algues brunes sont un grand groupe d‘algues multicellulaires, qui
jouent un réle important dans les environnements marins. Les algues brunes contiennent des

substances qui leur sont propre, comme le pigment fucoxanthine, les phlorotannins ainsi que

e
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Introduction

les polysaccharides dont les sulfatés, leur permettant d'étre utilisés comme antioxydants et
antibacteriens. Il existe dans le monde environ 1 500 especes d'algues brunes, qui produisent

un grand nombre de composés actifs utiles (Davis et al., 2003 ; Reddy et Urban, 2009).

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la recherche des antioxydants naturels en
évaluant le potentiel d’utilisation de I’extrait d’une algue brune de la cote de Bejaia comme
additifs alimentaires en vue d’un enrichissement d’une part, et comme substance antioxydante
naturelle d’autres parts. Pour cela nous avons procédé a 1’incorporation de 1’extrait d’algue
padina pavonica dans une huile de table « Fleurial ». Le but étant d’enrichir I’huile en termes

de substance bioactives et d’améliorer sa stabilité oxydative.

Afin de mener a terme cette étude, une synthése bibliographique concernant les
généralités sur les algues brunes ainsi que sur ’huile de tournesol a été nécessaire. Cette revue
de la littérature est suivie d’une partie expérimentale dont le matériel et les méthodes exploités
seront présentés. Une discussion des résultats obtenus est ensuite établie et nous achevons ainsi

ce travail par les principales conclusions et les perspectives envisagées.
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Généralités sur les algues brunes

I. Algue brune:

Les algues brunes ou Phaephceae représentent un groupe diversifi¢ d’organismes
multicellulaires que I’on trouve généralement dans les habitats marins. Les algues brunes
comprennent environ 1800 espéces regroupees en 285 genres différents (silberfeld et al.,
2010).

Du point de vue phylogénétique, les algues brunes sont regroupées dans le phylum
HeteroKonta (Baldauf, 2003) qui comprend a la fois des organismes unicellulaires et
multicellulaires. La plupart des algues brunes contiennent le pigment fucoxanthine et
différents phlorotannins phéophocéaniques qui sont responsables de la couleur brun-
verdatre (Masuma et Patel, 2020). Les algues brunes fournissent également un certain

nombre de composants bioactifs dont des métabolites secondaires uniques dotés d’activités

biologiques spécifiques (Masuma et Patel, 2020).

Figure 1 :Photographie d’espéces d’algues brunes ,(a)-Padina pavonica,(B)-Eisenia
arborea,(C)-Sargassum muticum (Algeabase).

Il.  Principaux composants des algues brunes :
I1.1. Phytosterol :

Les algues représentent une source riche en stérols qui ont un réle important dans la
régulation des membranes cellulaires (Lopes et al., 2011 ; Grattan, 2013). Les stérols des
algues présentent une composition hétérogene avec une variabilité importante entre les
différentes macroalgues (EI Hattab et al., 2006). Le fucostérol est le stérol dominant dans les

algues brunes (Boulom et al., 2014).
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11.2.Phlorotannins :

Chez les algues brunes (Phaeophyceae), le principal groupe de tanins présent est le
groupe des phlorotannins (Figure 2). Ce sont des polymeres de phloroglucinols (1, 3,5-
trihydroxybenzene et peuvent constituer jusqu'a 15 % du poids sec des algues brunes (Ragan
et Glombitza, 1986; Ragan et Glombitza, 1986).

Le poids moléculaires des phlorotannins varient de 126 Da a 650 kDa, mais se situent
le plus souvent entre 10 et 100 kDa (Boettcher et Targett, 1993 ; Mc Clintock et Baker,
2001).

Il'y a plusieurs types de phlorotannins dans les différentes especes d'algues et ils peuvent
étre classés en six sous-groupes tels que les phloroéthols, les fuhalos, les fucols, les
fucophlorethols, les eckols et les carmalols en fonction du type de liaison entre les unités

phloroglucinol et les groupes hydroxyle présents sur les cycles phénoliques (Li etal .,2011).
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Figure 2. Exemples de phlorotannins représentatifs d'algues brunes : (A) Fucol ; (B)
Fucophlorethol ;(C) Phlorethol ; (D) Fuhalol ; (E) Carmalol ; (F) Eckol. (C. Afonso et al .,
2019).
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11.3.Polysaccharides :

Les parois cellulaires des algues brunes contiennent des polysaccharides dont des
sulfatés, ce sont des laminarines et de l'alginate, ainsi que du fucoidan, qui n'est présent dans
aucun autre type d'algues. Ces trois types de polysaccharides ont leurs propres caractéristiques
physiques etchimiques qui sont influencées par I'espece, la situation géographique, la saison
et I'age de la population.

Les polysaccharides sulfatés des algues brunes présentent un large spectre d'activités
biologiques, dont des propriétés immunomodulatrices, anticoagulantes, anticancéreuses,

antioxydantes et antivirales.

11.3.1. Alginates :

L'alginate (Figure3) est le polysaccharide structurel prédominant dans les algues,
constitues de polysaccharides linéaires avec des résidus d'acide B-d-mannuronique et o-l-
guluronique liés en1,4 et distribués de facon irréguliére le long de la chaine (Zavaglia et al.,
2019).

Figure 3. Structure d’alginate (Isuru et kim, 2015).

11.3.2. Fucoidans :

Les fucoidanes (Figure 4) sont des polysaccharides sulfatés complexes présents dans
les parois cellulaires des algues brunes. lls représentent 10 & 20 % du dw, consistant
principalement de L-fucose sulfaté et de petites proportions de galactose, de mannose, de

xylose, de glucose, de rhamnose et d'acides uroniques (Pomin & Mouréo, 2008 ).
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11.3.3. Laminarine :

Le polysaccharide de réserve le plus abondant présent dans les algues brunes est la
laminarine (Figure 4). Ce polysaccharide soluble dans I'eau est constitué de p-(1-3)-glucane
avec des liaisons B-(1-6)-glycosidiques de 20-25 unités. Et peut contenir des résidus de mannitol

ou de glucose comme extrémités réductrices (André et al ., 2021) .
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Figure 4. Structure des fucoidans et des laminaires présents dans les algues brunes

(Isuru et kim, 2015).

fucoxanthin

Figure 5. Structures de la fucoxanthine (Isuru et kim, 2015).

11.4.Caroténoides :

Les caroténoides sont de puissants antioxydants. Les algues brunes sont
particulierement riches en caroténoides et notamment en fucoxanthine, [3-carotene et
violaxanthine. Le caroténoide le plus abondant dans les algues brunes est la fucoxanthine
(Figure 5) c'est I'un des caroténoides les plus répandus dans la nature. Sa structure moléculaire

se compose d'une liaison allénique inhabituelle et d'un 5,6-monoépoxyde (Pereira et al., 2021).
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11.5.Les acides gras :

La teneur lipidique des algues différe de celle des végétaux terrestres, elle est tres faible
et varie de 1 a 3 % de la matiére seche. Les algues contiennent une proportion importante en
acides gras essentiels, les acides gras polyinsaturés présentent des niveaux significativement
plus élevés qui agissent comme des antioxydants puissants, tels que les oméga 3 et les oméga
6 qui ont différents réles dans la prévention des maladies cardiovasculaires, I'arthrose et le
diabeéte, alors que les acides gras insaturés sont prédominants (Khotimchenko, 2003).

11.6 .Les lectines :

Les lectines constituent I'une des classes de molécules les plus intéressantes extraites des
algues. Ces peptides sont caractérisés par des domaines de liaison aux hydrates de carbone tres
spécifiques. On trouve des lectines dans tous les types d'algues et plusieurs ont été identifiées
comme présentant un potentiel pour le développement de nouveaux médicaments. En raison de
leur capacité a se fixer avec une grande specificité aux glucides de la membrane externe
(Pagaret et al., 2021).

1. Activités biologiques :

Les algues brunes sont des sources connues de composes ayant un large spectre de
propriétés et d'applications. Parmi ces composés, les phlorotannins, les caroténoides et le
fucostérol sont connus pour leur activité biologique spécifique, notamment antioxydante, anti-
inflammatoire, antimicrobienne et antiallergique, les principales activités sont présentées dans
la figure 06. (Wijesinghe et Jeon, 2011).
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Figure 6. Diagramme schématique illustrant les diverses activités biologiques des algues brunes en
fonction de leurs composés bioactifs.
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Généralités sur I’huile de tournesol

Le tournesol (Helianthus annus) est une plante appartenant a la famille des Asteraceae,
et au genre Helianthus. C'est une plante annuelle qui possede une grande inflorescence jaune
composée d'une téte circulaire, ou capitule, avec de petites fleurs abritant des grains oléagineux
(Seiler et Gulya, 2016).

C'est I'une des plus anciennes espéces endémiques du sud de I'Amérique du Nord. Cette
plante est cultivée pour la richesse de ses graines en huile ainsi que pour sa haute teneur en

protéines (Lentz, et al., 2008).

Figure 7. Photographie de Helianthus annus (le tournesol)

(Gardena, 2018)
I. L’huile de tournesol :

Le tournesol est cultivé dans le monde entier, principalement comme une culture
oléagineuse comestible. L'huile de tournesol est obtenue a partir de Helianthus annus. Cette
huile de premiere pression, de saveur douce, et d'une couleur claire est connue pour la richesse
de son profil en acides gras qui lui permet d'étre utilisée principalement comme huile de friture,
et comme ingrédients dans des produits alimentaires tels que les margarines (Cossut et al .,
2002 ).

L'huile de tournesol est un choix de cuisson sain pour la santé car elle contient des acides
gras monoinsaturés (acide oléique oméga-9 : 14,0 a 18,1%), acides gras polyinsaturés (acide
linoléique oméga-6 : 59 a 67,5 %), et un niveau plus faible d'acides gras saturés (9 a 10 %) par
rapport a d'autres huiles végétales telles que I'nuile de palme et les graisses hydrogénées qui

présentent des quantités plus élevées de graisses saturées (Roche, 2005 ).

e
9




Généralités sur I’huile de tournesol

I1. Composition de I’huile de tournesol :

Comme la majorité des huiles végétales, les huiles de tournesol sont constituées
principalement de triacylglycérols (98-99%) et d’une petite proportion de phospholipides,la
matiere dite insaponifiable contient entre autres des tocophérols, des stérols et des cires (Kirk-
Othmer, 1992).

L'huile de tournesol est essentiellement composée d'acide linoléique (C-18:2) et d'acide
oléique (C-18:1). Ces deux acides représentent environ 90 % de la teneur totale en acides gras
de I'nuile de tournesol. Les 8 a 10 % restants sont constitués d'acides palmitique et stéarique
(C-16:0 et C-18:0, respectivement, figure 8) (Awatif et Arafat Shaker, 2014).

o 2%

o
o P autres
o d'acide stéarique

d'acideapflmitique | |

20%

d'acide oléique 67%
d'acide linoléique
{oméga-6)
—J

Figure 8 :.La composition en acide gras de 1’huile de tournesol « classique »

(Bernadete et Insern, 2000)
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I11. Les caractéristiques de I’huile de tournesol :

Les propriétés physico-chimiques de 1’huile de tournesol sont indiquées dans le tableau I.

Tableau I : Principales constantes physique-chimiques de 1’huile de tournesol (Karleskind,
1992).

Constantes Valeur
Densité relative a 20 °C (5g/cm) 0,920-0,925
Point de solidification 12-16

Indice de saponification (mg de KOH/g 188-193
d’huile)

Indice d’iode (g d’iode dans 100g de CG) 120-193

Indice de réfraction a T° de 20°C 1,474-1,476

Viscosité 51-57

1V. Utilisation de I’huile de tournesol :

L'huile de tournesol est Iégere en godt et en apparence, intéressante pour sa teneur en acide
linoléique et fournit plus de vitamine E que toute autre huile végétale. C'est une combinaison
de graisses monoinsaturées et polyinsaturées avec un faible taux de graisses saturées (Baudet
et al., 2012).

1.1 Utilisation alimentaire :

L’huile de tournesol est utilisée dans I’industrie alimentaire pour la fabrication des aliments
et des assaisonnements, ainsi que pour la friture, elle peut étre utilisée dans des températures de
cuisson extrémement élevées. Elle peut également aider les aliments a rester plus frais et plus

sains plus longtemps (Baudet et al., 2012).
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1.2 Utilisation non alimentaire :

Bien que l'huile de tournesol soit principalement produite pour l'assaisonnement et la
friture, son exploitation pour des applications industrielles s'étend au secteur non alimentaire.
Les huiles de variétés a forte teneur en acide oléique sont utilisées pures ou modifiees pour des
applications dans les domaines de la lubrification, de la solvatation ou pour leur teneur en
phytostérols ou autres AG dans les domaines pharmaceutique et cosmétique (Baudet et al.,
2012).

V. Stabilités oxydatives des huiles végetales :

La stabilité oxydative est I'un des paramétres de qualité les plus importants des huiles
végétales. Elle est influencée par la composition chimique de I'huile et l'action de divers
facteurs tels que I'exposition a la lumiere, a l'oxygene, a la chaleur, Ces facteurs peuvent
accélérer l'oxydation des lipides, diminuer la stabilité oxydative et, par conséquent, avoir un
impact important sur les propriétés sensorielles, la qualité nutritionnelle et la diminution de la

durée de conservation (Almoselhy, 2021).

Bien que les huiles végétales contiennent naturellement des antioxydants tels que des
tocophérols, des tocotrienols caroténoides, des composes phénoliques et des stérols, mais elles
ne présentent pas une stabilité oxydative suffisante. Lorsque la teneur en antioxydants
endogenes n’est pas suffisante on a alors recours a 1’ajout d’agent antioxydant qui va ralentir
I’activité des catalyseurs de 1’oxydation ou limiter la propagation des radicaux libres. Ces
additifs viennent compléter ou renforcer le role déja tenu par les composés antioxydants

naturellement présents dans les huiles (Frankel, 2007 ; Cuvelier et Latino-Martel, 2009).
Les antioxydants peuvent étre classés en deux groupes selon leur mode d’action :

« Les antioxydants primaires, également appelés antiradicalaires. Ce groupe
d’antiradicalaires est constitué presque exclusivement de composes phénoliques en
raison de la grande stabilité apportée par leur cycle aromatique. On trouvera ainsi dans
ce groupe les additifs antioxydants, BHA, BHT, TBHQ, gallates, mais aussi les
tocopherols (vitamine E) et les polyphénols végétaux (flavonoides, acides phénoliques,
diterpenoides) (Brest, 2006).

+ Les antioxydants secondaires agissent par des mecanismes indirects tels que la

chélation des ions métalliques ou la réduction d’oxygéne. On les appelle aussi
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antioxydants préventifs car ils viennent compléter les moyens de prévention de
I’oxydation. Les agents chélateurs de métaux les plus couramment utilisés sont ’EDTA
et ’acide citrique (Cuvelier et Maillard, 2012).
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Matériel & Méthodes

Le travail réalisé dans cette étude a été effectué pour sa premiere partie au niveau du
laboratoire de génie biologique de 1’université de Bejaia, la deuxiéme partie du travail a été
menée au niveau du complexe Cevital : Le Laboratoire d’analyse physico-chimique de I’huile

et le laboratoire de recherche et développement (annexe 01) .
I. Matériel végétal :

L’algue brune a été récoltée par Mme Keramane durant le mois d’aott 2020 sur les cotes
de la plage dite El’ach El-baz, située a environ 22 Km a ’ouest de la ville de Bejaia, (36°
49°58,06 N, 4° 58’ 05’17’ E) (Figure 09).

Figure 09: Photographie de la station de récolte (Plage EL’ach El Baz, Bejaia)

L’algue fraiche a été rincée a I’eau douce, puis séchée a I’air a température ambiante et a
I’abri de la lumiére. Apres séchage, 1’algue est broyée a 1’aide d’un mixeur en une poudre fine
puis tamisées afin d'obtenir une poudre dont la taille des particules est inférieure a 63 um. Celle-

ci est ensuite placée dans un flacon fumé et conservée dans un endroit frais et sec.

+ Nous avons uniquement procédé au broyage a 1’aide d’un broyeur électrique et au

tamisage de la poudre.
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Il.  Extraction des composés bioactifs :
I1.1. Extraction par macération de la fraction phénolique :

L’extraction a été effectuée en utilisant le protocole de Cox et al. (2010). A cet effet, 10
g de poudre sont macérés dans 100 mL de solvant (éthanol 75%), sous agitation & 40 °C pendant
02 heures, la solution est par la suite centrifugée a 5000 rpm pendant 10 minutes. Le surnageant
est recupére, filtré a I’aide d’un papier filtre standard et évaporé a sec dans une étuve ventilée a

40 °C. L’extrait sec est ensuite conserve dans des flacons fumés a -80 °C jusqu’a son utilisation.
11.2. Extraction par soxhlet de la fraction lipidique :

La methodologie suivie est celle de Ramluckan et al. (2014). 25g de poudre d’algue
est introduit dans la cartouche en cellulose du soxhlet, puis I’ensemble est mis dans I’extracteur
a siphon, le ballon est rempli avec 250 ml du solvant (chloroforme / méthanol) (Figure 11).
L’extraction est maintenue continuellement pour une durée de 3 heures a une température de
40°C. L’extrait organique résultant est ¢vaporé avec un évaporateur rotatif, 1’extrait finale est

pesé et conservés dans un flacon fume.
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Figure 11. Photographie de I’extracteur au soxhlet

11.3. Détermination des taux d’extraction :

Le rendement en extrait sec est déterminé par la différence entre le poids de I’extrait

avant et aprés évaporation du solvant.

Le rendement d’extraction est calculé comme suit :

RE %=(P1 - PO)/Ex100

PO : poids du bécher vide (mg)
P1 : poids du bécher aprés évaporation (mg).
E : poids de I’échantillon (mg)

RE : Rendement d’extraction exprimé en pourcentage.

1. Analyses effectuées sur les extraits :

I11.1 Activité antiradicalaire : teste de piégeage du radical libre DPPH

L’activité antioxydant des extraits préparés a été déterminée par le test 2,2-diphényl-1-

picryl-hydrazyl (DPPH), le radical libre DPPH a été utilis¢ comme molécule oxydante pour
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étre réduit par les composés antioxydants présents dans les extraits. Dans ce teste les
antioxydants réduisent le diphényl picryl-hydrazyl ayant une couleur violette en un composé
jaune (Figure 12) (Maataoui et al., 2006) .

viowrer

Figure 12 : Réaction réduction du DPPH (2.2 Diphényl 1 picryl hydrazyl) (CONGO, 2012).

Différentes concentrations des extraits sont préparées (600, 400, 300,200, 150, 100,
75,50, 25), puis 200 pl de chaque concentration sont melangé a un volume de 3 ml de la solution
de DPPH. Les mélanges sont ensuite agités et laissés a l'obscurité pendant 30 minutes.
L'absorbance des solutions obtenues est mesurée a 516 nm. Le pourcentage d'inhibition de

I'activité de piégeage des radicaux libres est calculé selon I'équation suivante :

% d’activité antiradicalaire = [(Abs contréle — Abs échantillon) / Abs contréle] x 100

La capacité de piéger les radicaux libres a été exprimee par la valeur 1Csg, qui représente

la concentration nécessaire pour piéger 50% du radicale libre DPPH.

¢ Le teste a blanc est représenté par une solution de méthanol + extrait sans le radical libre
DPPH dont le Protocol expérimental a été appliqué dans les mémes conditions que les
échantillons.

I11.2 Dosage des composés phenoliques :

La teneur en composés phénoliques est déterminée suivant la méthode de Kosar et al.,
(2005) par le test du Folin-Ciocalteu, qui se compose d'un mélange d'acide phosphotungstique

et d'acide phosphomolybdique qui est réduit, lors de I'oxydation des phénols, en un mélange
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d'oxyde bleus de tungstene et de molybdéne. Dont I'absorption maximale a environ 760-765

nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols présente dans les extraits.

Un volume de 300 pl de chaque extrait d'algues a 12,5 mg est melangé avec un volume
de 1,8 ml d'eau distillée, puis 150 pl de Folin sont ajoutés, le mélange est homogénéisé et
laissé reposer pendant 1 minute, ensuite 450 pL de carbonate de sodium a 20% et 570 pl d’eau
sont additionnés au milieu réactionnel. Aprés 2 h d'incubation a température ambiante a 1’abri
de la lumiére, I'absorbance est mesurée a 760 nm. Une gamme étalon préparée a partir de
I’acide gallique a des concentrations variant de 2 mg/ml a 0,0312 mg/ml est utilisée comme

référence en suivant le méme Protocol.

v' La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique. Celle-ci est
exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (mg EAG/g

d’extrait).

I11.3 Dosage des Phlorotannins (Teste du DMBA) :

Dans les algues brunes, on considere que les polyphénols sont essentiellement
représentés par les phlorotannins, qui sont formé par polymérisation de phloroglucinol (1, 3,5-
trihydroxybenzene). Pour quantifier les phlorotannins dans les extraits, nous avons utilisé le
2,4-diméthoxybenzaldéhyde (DMBA), qui interagit uniqguement avec les phénols 1,3 et 1, 3,5-

substitués et forment un produit colore.

Le protocole suivi est celui de Lopes et al. (2012). Des volumes égaux de DMBA (2%
m/v) et HCL (6% v/v), préparés dans de I’acide acétique glacial, sont mélangés afin d’obtenir
la solution réactionnelle. Un volume de 1750 pL de solution DMBA sont mélangés a 250 pL
d’extrait d’une concentration de 5 mg/ml. Un témoin est préparé comme suit : 250 pL d’extrait
+ 1750 pL de solution réactionnelle exempte de DMBA. La réaction a été conduite a 1’obscurité

et a température ambiante pendant 1h. La mesure de I’absorbance est effectuée a 515 nm.
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Une courbe détalonnage a été réalisée en utilisant une série de six concentrations de
phloroglucinol comprises entre 0,98 et 62,50 pug / ml. Les résultats ont été exprimés en mg

équivalent de phloroglucinol par g d'extrait (mg d'EPG / g d'extrait).

IV. Preéparation des mélanges huile/extraits :

*  Analyse physico-chimique du mélange :

Afin d’explorer le potentiel d’utilisation des extraits de I’algue brune Padina pavonica comme

additif alimentaire.

Nous avons incorporé ses extraits dans une matrice alimentaire qui est 1’huile de tournesol
« Fleurial ». En se basant sur des études préalables (Chougui et al 2015 ; Mouci et Kecili,

2020). Les concentrations suivantes d’extrait ont été utilisées.

v Trois concentrations (2%,4% et 6%) ont été utilisées pour le mélange (extrait au
soxhlet + huile de tournesol).

v Une concentration de 300ppm de I’extrait phénolique a été utilisée.
V.1 Détermination de I’indice de peroxyde : (NE. 1. 2. 98, 1988).

L’indice de peroxyde permet de mettre en évidence 1’état d’oxydation des huiles en
déterminant la quantité de peroxyde actif contenu dans un gramme d’huile et qui est considéré

comme un produit primaire d’oxydation (Tchiegang et al., 2004 ; Marmesat et al. , 2009 )

5g d’huile de mélange (huile de tournesol + extrait d’algue a différentes concentration) est pesé
dans un erlenmeyer de 250mL auquel on ajoute 12ml de chloroforme et 18 ml d’acide acétique
ainsi que 1ml d’Iodure de potassium (KI) sont ajoutés. Le mélange est agité pendant 1mn et
laissé reposer pendant 1 mn a I’abri de la lumiere. 75mL d’eau distillée sont additionnés suivi
d’un titrage de I’iode libéré avec une solution de thiosulfate de sodium (0,01N) en agitant
vigoureusement et en employant la solution d’amidon (1g/100mL) comme indicateur jusqu’a

disparition de la couleur.

Un essai a blanc est effectué simultanément.
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Les résultats sont exprimés selon la formule suivante :

™
‘ IP (Meqg 02 /kg) = V. Chute x 2 \‘

— O

IP : Indice de peroxyde exprimé en milliéquivalent d’oxygéne actif par kilogramme de corps

gras ;
V : Volume de thiosulfate de sodium ajouteé ;
IV.2 Détermination de I’indice d’acidité : (NE. 1. 2.97, 1988)

L'indice d'acide est un indicateur de qualité ; il est définit comme le nombre de
milligrammes d'hydroxyde de potassium nécessaires pour neutraliser les acides gras libres

(AGL) présents dans un gramme de Matiére Grasse.

10 g d%échantillon de mélange (huile de tournesol + extrait d’algue a différentes
concentrations ainsi qu’un témoin) sont placé dans un erlynemeyer, puis 75 ml d'éthanol
absolu avec 2 a 3 gouttes de phénolphtaléine ont été ajoutés. Le mélange a été chauffé
pendant 1 minutes, et il aété titré avec du NAOH (0,1 N) jusqu'a l'apparition de la couleur rose

pale persistante. Les resultats sont exprimeés selon 1I’équation suivante :

Acidité(%) = V chute x 0.1N x M

10 xPe

M : Masse molaire de I’acide adapté (256 pour I’acide palmitique, 282 pour I’acide oléique).
Pe : prise d’essai.
IVV.3 Détermination de la teneur en chlorophylles : (AOCS, 1989)

Le principe est basé sur la mesure de la teneur de ce pigment dans le visible & 630 nm, 670
nm et 710 nm. Cette analyse permet de donner une approche sur la qualité organoleptique et la

conservation des huiles.
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Remplir une cuve en quartz avec les différents échantillons et chauffer a 30 °C pendant
quelques secondes .L’absorbance de 1’huile par rapport au tétrachlorure de carbone dans la
Cuve témoins est lue a différentes longueurs d’ondes 630, 670 et 710 nm a I’aide d’un

spectrophotometre.
Expression des résultats :
» Lateneur en pigment est calculée comme suit :

[ e
\\Chl (ppm) = [A670 — (A630+A710) / 2]/0.0186><L\‘

j oy

Chl : Teneur en chlorophylle exprimé en ppm.
A : Absorbance a la longueur d’onde indiquée.

L : Longueur de la cuve (1 cm).

V.4 Détermination de la couleur : (ISO 15305,1998)

La détermination de la couleur est effectuée par un calorimetre LOVIBOND constitué
de deux séries de verre coloré : jaune et rouge, la couleur de I’huile est comparée a une couleur

obtenue gréace a la superposition de ces deux verres colorés (mordert, 1992).

Figure 13 : photographie d’un calorimétre LOVIBOND
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La cuve est remplie d’huile, jusqu’au trait supérieur puis est introduite dans I’appareil,
la couleur de I’échantillon est déterminée par une meilleure comparaison possible avec les
lames de la couleur standard. La lecture se fait par le réglage de deux faces jusqu’a I’obtention

de la méme couleur des deux cotés, les valeurs du jaune et du rouge sont lus sur la planche.
Expression des résultats :

Les résultats s’expriment en termes de nombre d’unités jaune et rouge nécessaire pour

I’obtention de la couleur correspondante.
IV.5 Test d’oxydation acceléré (Test de rancimat) : (Iso 6886, 2006)

Le principe du test est de déterminer la stabilité oxydative d'une huile en faisant passer un
échantillon d'huile, soumis a un traitement thermique contrdlé, a travers un courant d'air, ce qui
provoque la dégradation rapide des lipides en acides organiques volatils. Le courant d'air capte
les acides volatils libérés et les solubilise dans un réservoir rempli d'eau déminéralisée ; les
acides solubilisés sont dissociés en ions, ce qui entraine une modification de la conductivité de
cette eau. La valeur du TSO est définie comme le temps (en heures) nécessaire pour que la
conductivité atteigne une valeur prédéterminée (MARKUS et PETER, 1986). L’appareillage

est illustré sur la figure 14.

5g d’huile sont introduites dans chacun des tubes a essais et on prolonge les tubulures
d’arrivée d’air dans les échantillons pendant toute la durée de I’expérimentation. La température

est fixée a 98°C avec un débit d’air réglé a 10 I/h. Les produits de dégradation (acides
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organiques) de cette oxydation poussée sont entrainés par un courant d’air et recueillis dans une
cellule de mesure remplie d’eaux distillée (50 ml), dans laquelle est immergée une électrode de
mesure de la conductivité (Rahmani et Saad, 1989). Le temps de résistance au stress oxydatif
est déterminé par conductimétrie ; il correspond au temps d’induction au test Rancimat(T.l.R.).

Les valeurs obtenues sont affichés sur 1’ordinateur a 1’aide d’un logiciel.

V. Analyse de la composition en acides gras par chromatographie en phase

gazeuse :

Les analyses par chromatographie en phase gazeuse ont été réalisees en utilisant un
appareil 6890 Network GC system équipé d’un passeur d’échantillons et du logiciel

d’acquisition de données.

Les séparations ont été effectuées a 1’aide d’une colonne capillaire (DB-23) 60 m de long
(diamétre interne de 0,25 mm et épaisseur de film de 0,25 um) a un débit d'hydrogéne constant
de 40 ml/ min’

V.1 Préparation des esters méthyliques d’acides gras :

¢ Protocole :

0.5 g d’huile sont dissous dans 5 ml d’hexane puis 0.5 ml de la solution KOH méthanolique
(1.3g 10 ul de 1’éthan#l) y sont ajouté, le mélange est homogénéisé 30 secondes. Ensuite
Centrifugé a 300 tours/min pendant 5 min.

1 a 2 gouttes du surnageant sont prélevés et additionnés de 1l d’hexane ensuite le mélange

est injecté dans la colonne.
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Résultats et discussion

I. Le taux d’extraction des composés bioactifs :

Apres avoir effectué des extractions par macération (extrait phénolique) et au soxhlet
(extrait lipidique) nous avons calculé les taux d’extraction. Les taux obtenus pour les deux

types d’extraction sont représentés sur la figure 15 suivante :

40.00% -
35.00% -
30.00% -
25.00% -
20.00% -
15.00% -
10.00% -
5.00% -
0.00% -

Taux d'extraction en %

soxhlet macération

Figure 15 : Histogramme représentant les deux taux d’extraction

Apres avoir effectué des extractions par macération (extrait phénolique) et au soxhlet

(extrait lipidique) nous avons calculé les taux d’extraction.

Le taux d’extraction de I’extrait macéré dans de 1’ethanol a 75% de padina pavonica
est de 7,73%, tandis que pour I’extrait issu de I’extraction au soxhlet avec de
méthanol/chloroforme (1:1) est de 29 ,98%. Cette différence entre ces deux taux d’extraction
est due essentiellement au type d’extraction et au solvant utilisé , Il est bien connu que le
rendement en extraction dépend du type de solvants et leurs polarités propres, du temps et de la
température d’extraction, de la composition chimique de 1’échantillon ainsi que de la méthode

d’extraction (macération, décoction, infusion) (Tierney et al., 2012) .

En comparant notre étude avec une étude similaire de Saidani, (2010) realisée dans les
mémes conditions sur la méme algue brune, mais dont le solvant est remplacé par du méthanol,
nous constatons que notre taux d'extraction de I’extrait phénolique (7,73%) est supérieur a

celui obtenus avec I’étude précitée (2.34%), sachant que dans les

Deux études les poudres avaient une granulométrie de 63um, cela confirme 1’efficacité

du solvant d’extraction utilisé. Bien que les chercheurs utilisent divers solvants organiques afin
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d'obtenir des extraits a forte teneur en composés phénoliques I'eau et I'éthanol sont préférés dans
les industries alimentaire, pharmaceutique et cosmétique pour des raisons économiques,
toxicologiques et environnementales. En raison de la variation de la polarité des composés
phénoliques, on s‘attend a ce que les mélanges hydroalcooliques pourraient étre les solvants les
plus appropriés. Ceci est confirmé par les résultats obtenus d’une étude menée par Mekini et

al. (2021).

Le mélange (chloroforme/méthanol) a donné un rendement élevé d’extraits lipidique, Ce
résultats est semblable a celui obtenu dans une étude précédant (Prommuak et al., 2012). Cela
s’explique par le fait que le mélange choloroforme/méthnol est un mélange de solvant polaire
(Méthanol) et apolaire (Chloroforme), ce qui permet d’extraire a la fois les lipides neutre et

polaires des algues.

Il.  Analyses effectuées sur les extraits :

I1.1 Dosage des polyphénols totaux :

La concentration des polyphénols totaux est déterminée par la méthode du Folin-Ciocalteu
(Li et al., 2007) a partir d’une courbe d’étalonnage utilisant 1’acide gallique comme témoin
dont la quantité est exprimée en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme

d’extrait (mg EAG/ g extrait).

Les teneurs en polyphénols totaux de I’extrait phénolique et lipidique sont représentées dans la

figure 16 ci-dessous :
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Figure 16: Histogramme représentant les teneurs en composés phénoliques des extraits.
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L’extrait d’algue brune qui a donné la meilleure teneur en polyphénols totaux est
I’extrait phénolique avec 73.79 mg EAG/g. L’extrait lipidique quant a lui, a présenté une teneur

en composes phénoliques de 39.19 mg EAG/g.

D’apres les résultats obtenus, nous remarquons que la teneur en polyphénols totaux
dépend de la polarité des solvants utilisés et du type d'extraction. L’extrait phénolique (extrait
macéré) qui a marqué la teneur la plus élevée en polyphénols totaux ceci est en accordavec les
résultats des travaux de Mahmoudi et al., (2013) qui ont rapportés que Les teneurs en
polyphénols totaux obtenus par « maceération » semble étre la meilleure méthode d’extraction
des polyphénols totaux soit en moyenne 45,88 contre 17,53 mg EAG/g pour I’extraction au

soxhlet.

La quantité la plus élevée des polyphénols est enregistrée pour I’extraction avec
macération ce qui est en accord avec I’étude de (Naja et al., 2012) sur les espéces Sargassum
Vulgare et Padina pavonica ou il a remarqué que la valeur la plus élevée a été enregistrée pour

I’extrait phénolique ceci confirme nos résultats.

Les composés phénoliques ont des polarités différentes, ce qui indique que les mélanges
hydroalcooliques pourraient étre le solvant le mieux adapté pour leur extraction, De plus, ces
melanges sont acceptables pour les applications alimentaires (Medina-Torres et al., 2017). Un
mélange hydro-alcoolique a un effet synergique, I'eau agit comme un agent gonflant de la matrice,

et I'éthanol induit la rupture de la liaison entre les solutés et la matrice.

Differentes études ont montrés que les teneurs en les composes phénoliques pouvaient
varier d’une espéce a ’autre et que les algues brunes sont généralement les plus riches (Connan
et al ., 2004 ; stiger et al., 2004) . Une autre étude a révélé que les algues brunes ont des teneurs
plus élevees en composés phénoliques par rapport aux algues vertes et rouges (Suleria et al.,
2015).

I1.2 Dosage des phlorotannins :

La quantification des phlorotannins dans les extraits a été réalisée par la méthode

colorimétrique DMBA en utilisant le phloroglucinol comme standard.

Les teneurs en phlorotannins des extraits phénolique et lipidique étudiées sont
exprimées en mg équivalent de phloroglucinol (mg EPG par g d’extrait), elles sont présentées

dans la figure 17.

26



Résultats et discussion

3.5
20
w25
E
5E °
E % 15 I
g 1
S
< 05
=
A~ O e, . L, ., .
Extrait phénolique Extrait lipidique

Figure 17 : Histogramme représentant les teneurs en phlorotannins des extraits.

Dans la présente étude I’extrait qui a donné la meilleure teneur en phlorotannins est
I’extrait lipidique avec 2.787mg EPG/g d’extrait tandis que I’extrait phénolique a enregistré

une teneur de 1,309 mg EPG/g d’extrait.

La teneur en phlorotannins la plus ¢levée est obtenue par I’extrait lipidique (extraction
au soxhlet) ce qui est en accord avec I’étude de (Custudio et al., 2016) qui rapporte que
I’extraction au soxhlet apparait comme la meilleure méthode dont la concentration chez Padina

pavonica est de 3,95 mg EPG/g d’extrait contre 1,91 mg EPG/g pour I’extraction par macération

La concentration de phlorotannins dans les algues brunes peut varier selon les especes,

celle-ci étant affectée par la taille des algues, I'age, le type de tissu, la salinité, la saison, les
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niveaux de nutriments, l'intensité de I'nerbivorie, l'intensité lumineuse et la température de I'eau
(Singh et Sidana, 2015).

11.3 Activité antioxydante (piégeage du radical libre DPPH) :

Le pouvoir antioxydant des extraits de notre algue brune est évalué par le test DPPH qui est
largement utilisé pour évaluer l'efficacité de piégeage des radicaux libres de diverses

substances antioxydantes (Knezevi¢ et al., 2011).

> Evaluation du potentiel antiradicalaire : détermination de I’'IC50 :

L'activité antioxydante des extraits est exprimée en ICsq. Ce paramétre employé pour estimer
le pouvoir antioxydant est défini comme étant la concentration efficace de I’extrait qui cause la
perte de 50% de l'activité de DPPH. Le pouvoir antiradicalaire est inversement proportionnel a
I’ICs (Prakash et al., 2007).

Les IC50 sont obtenues a partir des équations des courbes représentant les pourcentages

d’inhibition en fonction des concentrations des extraits exprimées en (ug/ml).

Les valeurs des IC50 de I’extrait phénolique et lipidique sont représentées dans la figure ci-

dessous :
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o
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Figure 18 : Histogramme représentant les valeurs des IC50(pg/ml) des extraits

phénolique et lipidique.

Les valeurs de IC50 déterminées graphiquement nous ont permis d’évaluer et de
comparer I’efficacité des extraits, plus cette valeur est petite plus la capacité a piéger les

radicaux libres formés a partir de 1’oxydation de I’acide linoléique est élevée. Nous avons

e
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remarque que la capacité antioxydante la plus élevée qui correspond a la valeur d’ICs la plus
faible a été enregistrée avec I’extrait phénolique qui présente un ICso de 30,76 mg/ml par
contre I’extrait lipidique a enregistré une valeur d’ICsq tres éloignée qui est de 266,335 mg/ml,

cet extrait nécessite des concentrations plus élevées pour piéger 50% du radical DPPH.

L’extrait issu de la macération possede une activité¢ antioxydante largement supérieure a celle
de I’extrait obtenu par Soxhlet. Ces résultats corroborent ceux de Khan et son équipe (2012).
Nos résultats sont également en accord avec ceux rapportés par Wang et al., (2009) et Yan et
al., (1999), qui ont également constaté que les algues brunes possédaient une forte activité de

piégeage du radical DPPH .

La différence d’activité antioxydante enregistrée dans les deux techniques d’extraction est
probablement due a la teneur en polyphénols totaux avec 84.79 mg EAG/g pour I’extrait macéré

et 39.19 mg EAG pour I’extrait au soxhlet.

Sachant que les composés phénoliques des algues brunes ont de fortes activités antioxydantes
sur les radicaux libres, de nombreux chercheurs ont trouvé une forte corrélation entre la teneur
en composé phénolique et ’activité antioxydante (Heo et al., 2005 ; Kang et al.,2005, Shibata

et al.,2008) ce qui est en accord avec nos résultats.

On trouve dans la littérature des travaux qui confirment que la présence d’eau dans les solvants
mixtes augmentent la perméabilité des tissus végétaux et favorisent le phénoméne de diffusion
de masse dans I’étape d’extraction (Arimboor et Arumughan, 2011; Moure et al., 2000;
Trabelsi et al., 2010). Par ailleurs, a la différence de la macération qui se déroule a température
ambiante, I’extraction au Soxhlet se fait a la température d’ébullition du solvant, ce qui
entrainerait la dégradation thermique des composés potentiellement antioxydant qui seraient

thermolabiles (Popovici et al., 2009).

I1l.  Analyse physico-chimique du mélange :

Apres avoir préparé les mélanges : huile de tournesol + extrait macéré a 300 ppm, Huile de
tournesol + extrait au soxhlet a 2, 4 et 6% un suivie de la stabilité oxydative des différentes
huiles durant 4 semaine a été effectué et comparé a une huile témoin stockée dans les mémes

conditions.
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I11.1. Indice de peroxyde (IP) :

La stabilité oxydative des huiles et des graisses est I'un des paramétres les plus importants
pour I'évaluation de leur qualité. L'indice de peroxyde (IP) est généralement utilisé pour évaluer
la stabilité ou le rancissement des graisses. En mesurant la quantité de peroxydes et d'hydro
peroxydes formés au cours des étapes initiales de I'oxydation des lipides (Kowalski et al .,
2004).

Dans cette éetude, le degré d'oxydation sur des échantillons d'huile de tournesol a été
déterminé en mesurant I’IP en absence et en présence d’un extrait d’algue padina pavonica

pendant quatre semaines.

La figure 19 représente la variation de 1’indice de peroxyde des échantillons d’huiles
(tournesol + extraits lipidique), (tournesol+ extrait phénolique) et 1’huile tournesol témoins Sous

I’effet du temps de stockage.

D’apres la figure 19 on remarque que tous les extraits lipidiques (2%,4%,6%) ainsi que
I’extrait phénolique a 300 ppm ont montré une capacité antioxydant, car ils ont tous réduit les
valeurs de I’indice peroxyde du mélange par rapport & I’huile de tournesol témoins. La
différence entre les valeurs de I’IP de 1’huile de tournesol témoins au débout et a la fin de la

période d’essais.

L’huile de tournesol témoin signale une augmentation nettement plus rapide de 1’indice de
peroxyde lors du stockage par rapport aux autres échantillons (Figure 19). En effet, ’huile de
tournesol sans extrait (témoin) présente le plus haut indice de peroxyde parmi les autres huiles.
En fait, son indice de peroxyde était de 0,3 Meq O2/kg pour le mélange lipidique et nul pour le
mélange phénolique avant 1’ajout des deux extraits et aprés quatre semaines de stockage, il
atteint 7 MeqO2/kg. Une augmentation trés accentuée de son indice de peroxyde initial Ca peut
se traduire par la libération des hydro peroxydes qui sont les premiers produits d’oxydation.
L’évolution de cet indice des huiles contenant des antioxydants suit un rythme relativement
moins accentu¢ que celle du témoin. Ceci démontre que ’enrichissement de 1’huile végétale
par les composés bioactifs tels que les polyphénols et le stérol semble améliorer la stabilité
oxydative de l'huile de tournesol. Cette méme explication a été avancée par d’autres études
confirmant que les composés bioactifs de la spiruline augmentent la stabilité de I’huile d’olive
(Alavi et Golmakani, 2017). De méme, Farvin et Jacobsen (2015) ont évalué l'activité

antioxydante des extraits d'algues Fucus serratus et Polysiphonia fucoides dans une émulsion

e
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huile de poisson dans l'eau. Leurs résultats ont montré que I’indice peroxyde de l'émulsion
contenant I'extrait éthanolique de Polysiphonia fucoides était inférieur a celui du témoin tout au

long de la période de stockage.

I'indice peroxyde de I'extrait lipidique (Meq O2/Kg)
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Figure 19 : Histogramme représentant I’indice de peroxyde des différents extraits.
111.2. L’acidité :

L’acidité est un facteur qui renseigne sur 1’altération de 1’huile par hydrolyse (Gharby
et al.,2011). En effet, dans les huiles végétales, les acides gras naturels sont essentiellement
présents sous forme de triglycérides 98-99% (Lecerf, 2011). L hydrolyse de ces derniers libére
des acides gras dont le dosage permet d’avoir une idée sur I’état d’avancement de la dégradation
de I’huile (Gharby et al., 2011). En géneral les huiles raffinées renferment naturellement tres

peu d’acides gras libres. Qui se sont traduites par une légeére variation de I’acidité pour tous les
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échantillons. Aprés quatre semaines de stockage, I'acidité de 1’huile tournesol témoin est passée
de 0,07% a 0,11 %, pour I’huile de tournesol enrichie par I’extrait lipidique et phénolique, elle
est passée 0,12 % a 0,08 %. La faible évolution de I’acidité au cours du stockage peut
s’expliquer par I’hydrolyse des triglycérides qui n’est pas suffisante pour compenser, voire
augmenter les fonctions acides gras libres bloquées par polymérisation ou volatilisées au cours

de phase d’oxydation (Richardson et al .,1985).

0.16 Acidité de I'extrait lipidique

0.14 {

0.12 I I . ® lacidité 2%
X 0.1 I I I
8 1
5 0.08 . I [ = acidité 4%
&
© 0.06

0.04 l'acidité 6%

0.02 By

0 l'acidité t
1 2 3 4
le temps
Acidité du témoin Acidité de l'extrait phénolique

0.14 - 0.15 -

o(.)1§ - z .
@ 01 . o 01 _
5008 ;1 @ -
S 0.06 - 2
= 0.04 - & 0.05 -

0.02 - -

O T T T 1 O T T T 1
1 2 3 4 1 2 3 4
Temps (semaines) Temps ( semaines )

Figure 20 : Teneur en acidité pour les différents extraits
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111.3. Les chlorophylles :

Les pigments de chlorophylle sont responsables de la couleur verte de nombreuses plantes et
algues. Toutefois, lorsqu'ils sont présents dans une matrice alimentaire, les pigments de

chlorophylle peuvent agir comme des prooxydants (Mahoney et al., 2018).

La figure 22 montre la quantité de pigments chlorophylliens présents dans les différents

échantillons.

Teneur en chlorophylles de I'extraction
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Figure 21 : variation des teneurs en chlorophylle pour les différents
extraits.
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Les résultats obtenus et illustrés sur la figure 22, montrent clairement la richesse des extraits en
chlorophylles. De grandes différences entre 1’huile de tournesol « témoins » et les déférents
échantillons sont observés, ici encore une proportionnalité directe entre la concentration de
I’extrait et la teneur en chlorophylle des huiles est observée sachant que I’extrait lipidique a 6%

détient la teneur la plus élevé (2,86 ppm).

111.4 La couleur :

La couleur est un parametre sensoriel qui dépend de la présence et de la quantité de
pigments, tels que les chlorophylles, les caroténoides, les flavonoides et les anthocyanines.
Ce parameétre peut fortement influencer l'acceptation d'un produit par le consommateur.
Dans ce contexte, la couleur des échantillons d'huile de tournesol enrichie a été déterminée
et comparée a celle de I'huile de tournesol non enrichie. La figure 19 représente la variation
de la couleur des échantillons d’huiles (tournesol + extraits lipidique), (tournesol+ extrait

phénolique) et I’huile tournesol témoins sous I’effet du temps destockage.
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Figure 22: variation de la couleur des différents extraits
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I11.5 La stabilité oxydative initié par le test Rancimat :

Les résultats sont présentés sous forme de graphes . La Figure 23 représente le temps d’induction en
fonction de la conductivité des différents extraits analysés (Extrait lipidique, Extrait phénolique,

L’huile de tournesol « Fleurial »).
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Figure 23 : Temps d’induction exprimés en (h) des échantillons de I’huile.

Bien qu’il n’y ai pas de différences significatives entre les résultats obtenue pour I’extrait
lipidique a 2% et I’extrait phénolique dont les deux ont présent une meilleure résistance par
rapport au I’huile de tournesol « témoin ». Ces résultats de la résistance a 1’oxydation, et la
peroxydation des lipides forcée nous renseignent sur I’efficacité de I’extrait lipidique a 2% et
I’extrait phénolique a 300 ppm. Ces valeurs peuvent étre expliquées par I’effet antioxydant des
composés phénoliques présent dans les algues brunes et d’autre composant qui sont présent
dans I’extrait lipidique tels que les acides gras en particulier ’acide palmitique qui présente une
teneur élevé (22,17738%) . Une étude précédant montrée que L'acide palmitique augmente la
stabilité des huiles fixes contre la peroxydation, et contribue a la production de divers types de
margarines lorsqu'il est meélange a I'huile dans une proportion de 15-25% (Saastamoinen et
al,.1989).

IV. Profile en Acide gras :

Le tableau ci-dessous nous indique les différentes compositions en acides gras de 1’extrait au

soxhlet de 1’algue brune , huile de tournesol « Fleurial » ainsi que du mélange (huile de
R —————————
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tournesol+extrait d’algue).

Tableau Il : Tableau du profils en acides gras du melange.

Acide gras Nom Type
C14 .0 myristique AGS
C16.0 palmitique AGS
Cle.1 palmitoléique AGMI
C17.0 heptadécanoique | AGMI
C17.1 heptadécénoique | AGMI
C18.0 stéarique AGS

C18.1n9 oléique AGMI
C18.1n9 oléique AGMI
Cc18.2 linoléique AGPI
C18.3 linolénique AGPI
C20.0 arachidique AGS
C20.1 eicosénoique AGMI
C20.2 eicosadiénoique AGPI
C22.0 béhénique AGS
C24 .0 lignoceérique AGS

Acides gras / /
non
identifié
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AGC : Acides gras saturés /AGMI : Acides gras moninsaturés /AGPI : Acide gras

polyinsaturés respectivement.

La figure 25 présente les différents chromatogrammes des échantillons analysés (Extrait

d’algue, Huile de tournesol et le meélange « extrait d’algue +huile de tournesol).

Iz
. —

Figue 25. Chromatogramme du mélange « Extrait d’algue + Huile de tournesol»

La composition en acides gras des organismes marins et terrestres différe
significativement, les premiers étant plus riches en acides gras polyinsaturés (AGPI) a longue
chaine. Ainsi, en raison de leurs effets bénéfiques potentiels sur la santé, les organismes marins,
en particulier les Algues, peuvent représenter une source intéressante d'acides gras alimentaires
(Colombo et al., 2006 ; Kumari et al., 2010).

Le profil en acides gras de I’extrait d’algue a montré la présence d’acides gras avec des
chaines aliphatiques allant de 14 a 24 atomes de carbones, avec un totale de concentration en
acides gras de 79,278% (tableau II).

Quinze acides gras sont identifiés (tableau Il) et classés dans trois groupes différents
,Acides gras saturés (AGS),Acides gras monoinsaturés (AGMI),Acides gras polyinsaturés
(AGPI).

Les AGS correspondaient a (28,0086% ) de la teneur en acides gras totaux de I’extrait
d’algue (79,278%), parmi ceux —ci I’AGS le plus abondant est I’acide palmitique (16 :0) avec un

pourcentage de (22,17738%), Il s'agit d'une caractéristique distinctive car l'acide palmitique
R —————————
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(C16:0) est l'acide gras saturé primaire dans plusieurs algues marines (Bemelmans et al., 2002;
Denis et al., 2010; EI-Shoubaky et al., 2008; Khotimchenko, 1991; Matanjun et al., 2009)

. suivi de I’acide stéarique (3,0389%), Acide myristique (1,5465%), Acide arachidique
(1,03261), le reste des AGS (Acide lignocérique et Acide margarique) se trouve a I’état de trace
inférieur a 1%. Les AGMI représentent 34,47737% de la teneur en AG totaux de ’extrait de
Padina pavonica. L'AGMI le plus abondant est I'acide oléique (18 :1n9, 33,14731%). Comme
indiqué précédemment, cet acide est I'un des principaux AGMI chez les espéces d'algues brunes
(Khotimchenko et al., 2002 ; Li et al, 2002 ; Dawczynski et al., 2007 ; Silva et al.,2013).
Suivi de l'acide palmitoléique (16:1, 0,99077 %) et de 1’acide heptadécénoique (17 :1, O
123929%). Les AG polyinsaturés (AGPI) correspondaient a 12,457 % de taux des AG totaux.
Le principal AGPI trouvé dans I’extrait d’algue est I’acide linoléique (18:2 n- 6, 11 ,52031%)
suivi de l'acide alpha- linolénique (18:3, 1,01750%), L’acide eicosadiénoique se trouve a 1’état

de trace inférieur a 1%.

L’acide palmitique et 1’acide oléique forment la majeure partie de la teneur totale en acides
gras de I’extrait de Padina pavonica dans cette étude, les résultats présentés ici sont en accord
avec une etude précédente dans lesquelles 1’acide palmitique et I’acide oléique sont dominat

(Kamenarska et al., 2002).

Les acides gras insaturés sont présents en plus grande abondance par rapport au
pourcentage d'acides gras satures ce qui a été déja prouvée dans une autre étude, de nombreuses
algues brunes sont décrites comme contenant plus d'acides gras insaturés que d'acides gras
saturés, en particulier les AGPI C18 et C20 (Kumari et al., 2010 ; 2011 ; Pereira et al.,
2012).

La composition en acides gras est la plus importante caractéristique des huiles végétales
en ce qui concerne leur valeur nutritionnelle, ainsi que leur stabilité a I'oxydation. L'échantillon
d'huile de tournesol étudié est du type linoléique. Dans ce type, I'acide linoléique domine I'acide
gras oléique. Du point de vue nutritionnel I'huile choisie est un échantillon approprié pour
I'enrichissement car l'acide linoléique fait partie des acides gras essentiels qui sont

indispensables a I'organisme humain.

Le profil en acides gras de I’huiles de tournesol « Fleurial », exprimée en acides gras

saturés (AGS), monoinsaturés (AGMI) et polyinsaturés (AGPI), est résumée dans le tableau

(1)
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D’apres les résultats nous avons constatés que I’AGS le plus abondant est ’acide palmitique
(C16.0, 5,91929%) suivi par ’acide stéarique (C18.0, 3,64649%), le reste d’AGS se trouve a
I’état de trace inférieure a 1%. L’AGMI le plus abondant est I'acide oléique (18.1n9, 25,09447

%). Le principal AGPI de I’huile de tournesol est ’acide linoléique avec une teneur élevé (18.2,
59,20461%). Orsavova et al. (2015). Ont étudié la composition en acides gras de I'huile de
tournesol et ont déterminé 62,2% d'acide linoléique, 28,0% d'acide oléique, 6,2% d'acide
palmitique et 2,8% d'acide stéarique. Les acides margarique, palmitoléique et eicosanoique ont
également été détectés. La composition de leur huile est similaire avec la composition de I'huile
analysée dans ce travail, avec une légere différence au niveau de la teneur. Il peut étre affirme

que les mémes acides sont dominants dans les différentes huiles de tournesol

L’ajout de I’extrait d’algue brune dans 1’huile de tournesol « Fleurial » conduit a une
augmentation significative de la teneur en acide linoléique, acideoléique et I’acide palmitique.
La teneur en acide oléique dans I’huile enrichie en extrait d’algue n’est pas significativement
inférieure a celle de I’huile de tournesol pure. Et malgré cela la stabilité oxydative de 1’huile

enrichie est meilleure et cela est surement di a la richesse de I’extrait d’algues en polyphénols
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Conclusion :

Le présent travail met en évidence le potentiel indéniable des algues marines comme
alternative aux additifs alimentaires classiques, avec l'incorporation et/ou l'enrichissement
daliments par des extraits algaux. Leur composition, lorsqu'elles sont traitées dans des
conditions favorables, peut étre riche en plusieurs fractions d'intérét, a savoir en acides gras
essentiels et en polyphénols, ainsi qu'en différents composants comme des stérols des léctines

et des polysaccharides sulfatés connu pour leurs activités biologiques.

Ce travail a porté sur la caractérisation d'un extrait d'algue brune pour I'enrichissement
d'une huile de table afin d'améliorer sa qualité nutritionnelle en acides gras insaturés d'une
part, et dautre part améliorer sa stabilité oxydative grace a sa forte teneur en composé

phénolique.

Des extractions par macération de la fraction phénolique en utilisant de 1’éthanol aqueux a
75%. Et au soxhlet de la fraction lipidique en utilisant (Chloroforme /Méthanol : V/V) ont été
effectués. Nous avons incorporé ses extraits dans I’huile de tournesol « Fleurial ».en utilisant
trois concentrations (2%,4% et 6%) pour le mélange (extrait au soxhlet + huile de tournesol)

et une concentration de 300 ppm pour I’extrait phénolique.

Cette évaluation est précédée par une analyses des différent extraits (Dosage des
polyphénols, phlorotannins, test de 1’activité antioxydante( DPPH) . puis les caractéristiques
physico-chimiques du mélange ont été effectués (Huile/Extrait) (Acidité libre, Indice de
peroxyde, Rancimat et le dosage des teneurs en chlorophylle et en coulure) ainsi la

compositionen acides gras de 1’extrait d’algue brune.

La teneur en polyphénols totaux de I’extrait phénolique s’est avéré étre meilleur que celle
de I’extrait au soxhlet avec 84,793 mg EAG/kg. De méme pour L’évaluation de I’activité
antioxydante ou I’extrait phénolique a exhibé la meilleur activité de piégeage du radical DPPH

avec un IC so de 24,8442mg/ml contre 295,335 mg/ml pour I’extrait lipidique.

En outre, les résultats de I'analyse physico-chimique et I'indice de peroxyde et le Rancima
et révelent que I'huile enrichie avec les extraits lipidiques et phénoliques présente une meilleure

résistance a I'oxydation par rapport a I'huile témoin qui s'oxyde rapidement.

De plus I’incorporation de I’extrait d’algue dans I’huile de tournesol « Fleurial » a montré

un profil en acides gras riche en acides gras polyinsaturés y compris les acides gras essentiels

e
43




Conclusion

acide linoléique (LIN ; 18:2 n -6) et alfa- linolénique (ALA ; 18:3) qui sont. Ces deux acides
gras sont les représentants des oméga-6 (LA) et oméga-3 (ALA

Ces résultats permettent de conclure que 1’incorporation des deux extraits d’algue brune
dans I’huile de tournesol a relativement aidé a améliore la qualité nutritionnelle de cedernier en
termes d’acide gras polyinsaturés. De plus, 1’huile enrichie présente une meilleure stabilité
oxydative plus que I’huile témoins. De plus I’extrait phénolique montre une excellenteactivité
antioxydante vis-a-vis du radical DPPH°®. Par conséquent, cette huile enrichie peut constituer

un potentiel aliment fonctionnel de par sa composition riche et par sa stabilité oxydative.

En perspective, il serait trés intéressant d’analyser et de caractériser les autres composants
lipidiques de cette algue notamment les phytostéroles et les lectines afin de mieux exploiter

comme complément alimentaire.
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Annexe

Annexe 01 : Présentation du groupe Cevital

Cevital, est une société par action (SPA) dont les actionnaires principaux sont M. REBRAB et
FILS, elle est I’un des fleurons de I’industrie agroalimentaire en Algérie qui est constituée de
plusieurs unités de production équipées de la derniere technologie et poursuit son développement par
divers projets en cours de réalisation. Elle a été creée en Mai 1998, Elle se situe dans le nouveau quai
du port de BEJAIA.

Cevital agro-industrie dispose de plusieurs unités de production. Les différentes unités sont
les suivantes : Deux raffineries de sucre ; une unité¢ de sucre liquide ; une raffinerie d’huile ; une
margarinerie ; une unité de conditionnement d’eau minérale ; une unité de fabrication et de
conditionnement de boissons rafraichissantes ; une conserverie.

1. Huiles VVégétales Connues sous les appellations suivantes :

« FLEURIAL » est une huile 100% tournesol, sans cholestérol, riche en vitamine (A, D, E) et
en acides gras essentiels.

« ELIO » est une huile 100% veégetale, un melange équilibré de tournesol, de palme et de
soja, sans cholestérol, elle contient de la vitamine E et des acides gras essentiels

2. Sucre blanc et sucre liquide

Le Sucre blanc ; il est produit a partir du raffinage du sucre roux de canne qui est riche en
saccharose.

Sucre liquide ; CEVITAL produit du sucre liquide pour les besoins de I’industrie
agroalimentaire et plus précisément pour les producteurs des boissons gazeuses

3. Margarinerie et graisses végétales :

« FLEURIAL » ; est une margarine sans cholestérol, 100% végétale un mélange de
tournesol, de soja et de palme, riche en vitamines A, D et E elle répond aux exigences de 1’équilibre
nutritionnel du consommateur.

« MATINA » ; elle contient un mélange de beurre et de margarine riche en vitamines A D et
E et cela grace a un processus de fabrication ultra moderne. Sa composition fait d’elle une margarine
idéale pour tartiner et préparer de patisseries et des viennoiseries.
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Annexe 02 : courbes d’étalonnage.

acide gallique mg/ml
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Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols.
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Courbe d’étalonnage pour le dosage du DPPH de I’extrait au soxhlet.
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Courbe d’étalonnage pour le dosage du DPPH de 1’extrait phenolique.




Résumé :

Cette étude visait a évaluer Dl’effet des extrait phénolique et lipidique d’une algue brune sur
I’amélioration de la stabilité oxydative et 1’enrichissement de I’huile de tournesol « Fleurial ». Les
extraits ont été caractérisé en termes de teneur en polyphénols en phlorotannins et pour leuractivité de
piégeage du DPPH. L’extrait lipidique (a 2%, 4%, 6%) et I’extrait phénolique (2 300 ppm) sont
additionnés a I’huile de tournesol. Un suivie sur 4 semaine est effectué par la mesure de ’indice
peroxyde (IP), acidité, couleur, teneur en chlorophylle durant quatre semaines, ainsi le teste de
rancimat. Le profile en acides gras de ’extrait, de I’huile témoin ainsi que du mélangeest déterminé par
CPG. La meilleure teneur en polyphenols ainsi que la meilleure activité antioxydante est enregistrée
par D’extrait phénolique (IC50 : 30,76 % pg/ml). L’ajout de I’extrait lipidique a 2% et phénolique a
300 ppm a permis une meilleure stabilité oxydative (IP=3 Meq O2/kg, IA=0,07%, temps d’induction
=11,57Heurs) ;(IP=1,21Meq O2/kg, IA=0,11, temps d’induction = 10,15 Heures) respectivement par
rapport au témoin. Le profile en acide gras de mélange (huile de tournesol + extrait d’algue) montre
une composition riche en acides gras polyinsaturés : 1’acide linoléique, 1’acide oléique et 1’acide
palmitique. Ces résultats montrent que l'extrait d’algue brune améliore efficacement la stabilité
oxydative de I'huile de tournesol. Et ’enrichit en acides gras polyinsaturés.

Mot clés : Algue brune, extraction par macération, extraction au soxhlet, activité antioxydants,

stabilité oxydative, acides gras polyinsaturé.

Abstract :

This study aimed to evaluate the effect of phenolic and lipidic extract of a brown algae on the
improvement of oxidative stability and enrichment of sunflower oil "Fleurial®. The extracts were
characterized in terms of polyphenol and phlorotannin content and for their DPPH scavenging activity.
The lipidic extract (at 2%, 4%, 6%) and the phenolic extract (at 300 ppm) were added to sunflower oil.
A four week follow-up is done by measuring the peroxide value (PI), acidity, color, chlorophyll
content during four weeks, as well as the rancimat test. The fatty acid profile of the extract, the control
oil and the mixture are determined by GPC. The best polyphenol content and antioxidant activity was
recorded by the phenolic extract (IC50: 30.76 % pg/ml). The addition of lipid extract at 2% and
phenolic extract at 300 ppm resulted in better oxidative stability (IP=4 Meq O2/kg, Al=0.08%,
induction time=11.57 Hours); (IP=1.21Meq O2/kg, AI=0, 11, induction time=10.15 Hours)
respectively compared to the control. The fatty acid profile of the mixture (sunflower oil + algal
extract) shows a composition rich in polyunsaturated fatty acids: linoleic acid, oleic acid and palmitic
acid. These results show thatthe extract of the brown alga effectively improves the oxidative stability

of sunflower oil. And enriches it in polyunsaturated fatty acids.

Key words: brown algae, maceration extraction, soxhlet extraction, antioxidant activity,oxidative stability,

polyunsaturated fatty acids.



