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1 

Introduction 

 

          Depuis l’antiquité, les plantes étaient vénérées pour des vertus qu’on leur avait reconnues, 

personne ne cherchait à savoir pourquoi ou comment elles agissent, mais c’était un fait 

incontesté qui paraissait magique (Schauenberg and Paris, 2005). 

 

          Ce n’est qu’au début du 20ème siècle, que les scientifiques ont commencé à s’intéresser à 

leurs propriétés biologiques afin de mieux les connaitre et pour une meilleure utilisation, et qui 

servira souvent de guide pour la recherche et la découverte de nouveaux traitements (Uma et 

al., 2010). 

 

          L’oxygène indispensable à notre vie est aussi à l’origine des radicaux libres : molécules 

qui oxydent nos cellules et les font vieillir. Récemment, l'intérêt des antioxydants naturels a 

augmenté car ils sont  employés pour protéger l’organisme contre des dommages causés par le 

stress   oxydatif  (Mata et al., 2007). 

 

          En effet l’olivier est une plante typiquement méditerranéenne, un patrimoine qui est 

représenté par de nombreuses variétés, et afin de tirer bénéfice de l’aspect thérapeutique de ses 

noyaux et pour une meilleure valorisation, une bonne maitrise des conditions d’extraction de 

ses polyphénols s’avère nécessaire. 

 

          Ce travail s’inscrit dans le cadre de l’optimisation de l’extraction des composés 

phénoliques des noyaux de Olea europea.L de la variété Aymel, comparaison avec les deux 

variétés Achemlal et Azeradj en appliquant le modèle de plan d’expérience Box-Behnken, et 

étude de leurs activités biologiques. 
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I. Généralités sur l’olive 

I.1. Origine et expansion 

          L’olivier est cité dans le saint Coran comme étant un arbre béni, symbole de l’homme univer-

sel et l’huile d’olive, est source de la lumière divine pour guider les hommes.  

          L’origine de l’olivier se perd dans la nuit des temps, son histoire se confond avec des civilisa-

tions qui ont vu le jour autour du bassin méditerranéen, et ont pendant longtemps régi les destinées 

de l’humanité et marqué de leur empreintes la culture occidentale (Besnard and Bervillé, 2000; 

Zohary and Spiegel-Roy, 1975). 

          Plusieurs civilisations méditerranéennes se relayèrent à travers l’histoire pour propager la cul-

ture de cet arbre de l’Est en Ouest dans le bassin circumméditerranéens (Besnard and Bervillé, 

2000; Zohary and Spiegel-Roy, 1975). 

          Avec la découverte du Nouveau Monde, les émigrants de la péninsule ibérique (Espagne) ont 

introduit l’olivier dans leurs anciennes colonies des Amériques comme l’Argentine, le Mexique, le 

Pérou ensuite le Chili et la Californie, et ce n’est qu’au XIXéme siècle que l’oléiculture a vu un essor 

rapide en s’implantant dans les pays éloigné de son lieu d’origine comme l’Afrique du sud, 

l’Australie, le Japon, la Chine (Loussert and Brousse, 1978). 

          Selon le Conseil Oléicole Internationale, on découvrit en 1957 dans la zone montagneuse du 

Sahara Central (Tassili dans le Hoggar en Algérie), des peintures rupestres réalisées au IIéme 

millénaire avant J.C avec des hommes couronnés de branches d’olivier témoignant ainsi de la 

connaissance de cet arbre au cours de ces époques anciennes (C.O.I, 1998). 

 

I.2. Répartition de la culture de l’olivier 

I.2.1. Dans le monde 

          Bien que l’olivier soit présent dans les quatre continents, environ (98%) de la production 

mondiale de l’huile d’olive provient du Bassin méditerranéen. Il est considéré comme une espèce 

caractéristique de la région méditerranéenne. La surface totale occupée par l’olivier est d’environ 11 

millions d’hectares. L’Union européenne représente (50%) de ce verger, l’Afrique (Afrique du 

Nord) (25%), le Moyen- Orient (20%), le reste se répartissant entre l’Amérique (Californie, Chili, 

Argentine...), l’Australie et la Chine. Près de (82%) de ces vergers sont de type «traditionnel» 

(A.F.I.D.O.L, 2012). 
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I.2.2. En Algérie 

          En Algérie, l’olivier compte environ 32 millions d’arbres (Bensemmane, 2009; Mendil, 

2009) répartis sur une superficie d’environ 328.884 hectares (FAOSTAT, 2013), soit 34,09% du 

verger arboricole national. L’olivier, de par ses fonctions multiples de lutte contre l’érosion, de 

valorisation des terres agricoles et de fixation des populations dans les zones de montagne, s’étend 

sur tout le territoire national. Il se concentre notamment dans trois principales régions : la région du 

Centre (54%), la région de l’Est (29%) et la région de l’Ouest (17%). Pour la région centre, 

l’essentiel du verger oléicole de cette zone (95%) est occupé par les wilayas de Bejaïa, Tizi-Ouzou 

et Bouira. Les wilayas de Guelma, Sétif, Jijel et Skikda détiennent (68%) du verger oléicole de la 

région Est ; et enfin, la région Ouest (71%) du verger est occupé par les wilayas de Mascara, Sidi 

Bel abbés, Relizane et Tlemcen (Belkacem, 2012). 

  

 

Figure N°1 : Aspect morphologique de l’olivier cultivé Olea europae L. 

 

I.3. Systématique de l’olivier 

Selon la classification de (A.F.I.D.O.L, 2017) l’olivier présente la classification suivante: 

           Règne: Plantae 

               Sous-règne: Tracheobionta 

                  Embranchement: Spermaphytes (Phanérogames) 

                      Sous-embranchement: Angiospermes 

                          Classe: Dicotylédones (Magnoliopsida ou Thérébinthales) 

                             Sous –classe: Astéridées (ou Gamopétales)                                        

                                 Ordre: Gentianales (Scrophulariales ou Lingustrales) 

                                     Famille: Oleacées 

                                         Genre: Olea 

                                                Espèce: europaea 
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           Mais la seule espèce portant des fruits comestibles est l’Olea europea L., qui se trouve dans 

les régions à climat méditerranéen (Green and Wickens, 1989). Parmi les sous-espèces d’Olea 

europae L., Olea europea L. var. sativa (Loussert and Brousse, 1978), ou olivier domestique. Il est 

constitué par un grand nombre de variétés améliorées, ayant une diversité phénotypique importante 

(Belaj et al., 2001; Ouazzani et al., 1995), parmi ces variétés on peut énumérés quelque une, qui 

sont les plus connus. 

 

Tableau I : Principales variétés d’olivier cultivées en Algérie (Mendil and Sebai, 2006). 

Variétés et synonymes Origine et diffusion Caractéristiques 

Chemlal ou Achemlal Occupe 40% du verger oléicole 

national, présent surtout en Kabylie, 

s’étend du mont Zekkar à l’Ouest 

aux Bibans à l’Est. 

Variété rustique et tardive, le 

fruit est de poids faible (2.5g) 

et de forme allongée de petite 

taille, destiné à la production 

d’huile, le rendement en huile 

de 18 à 22%. 

Azeradj Petite Kabylie (oued Soummam) oc-

cupe 10% de la surface oléicole na-

tionale 

Arbre rustique et résistant à la 

sécheresse, fruit de poids élevé 

(3-5g) de gronde taille et de 

forme allongée, utilisée pour la 

production d’huile et olive de 

table, rendement en huile de 24 

à 28%. 

Limli ou aymel Originaire de Sidi-Aïch (Bejaïa), 

occupe 8% du verger oléicole 

national, localisé sur les versants 

montagneux de la basse vallée de la 

Soummam jusqu’au littoral. 

Variété précoce, peu tolérante 

au froid, résistante à la 

sécheresse; le fruit est de poids 

faible (2g) et de forme allongée 

de taille moyenne, utilisée dans 

la production d’huile, le rende-

ment de 20 à 24%. 
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I.4. Composition physique de l’olive 

           L’olive est une drupe. Sa composition dépend de sa variété, du sol et du climat. Le contenu 

de cette dernière est illustré dans la figure et le tableau suivant. 

 

 

Figure N°2 : Schéma représentatif de la composition de l’olive (Nefzaoui, 1984). 

           La partie la plus riche en huile est le mésocarpe ou (pulpe), et celle plus riche en cellulose 

brute est l’endocarpe ou (noyau) (Loussert and Brousse, 1978). 

 

 

Tableau II : Composition physique de l’olive (Nefzaoui, 1984). 

Composition % Poids de l’olive 

Épicarpe 2,0 à 2,5 

Mésocarpe 71,5 à 80,5 

Endocarpe 17,5 à 23,0 

Amandan 2,0 à 5,5 

 

 

I.5. Composition chimique de l’olive 

          L’olive est constituée chimiquement, d’eau, huile, composés azotés, cellulose, minéraux et 

enfin composés phénoliques, qui se répartissent en quantités différentes, dans la pulpe, endocarpe et 

graine, dont le tableau III   est l’illustration de cette répartition.    
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Tableau III : Composition chimique de l’olive (%)(Crozier et al., 2008; Niaounakis and 

Halvadakis, 2006) 

Composants Pulpe d’olive Endocarpe Graine 

Eau 50-60 9.3 30 

Huile 15-30 0,7 27.3 

Composés azotés 2-3 3,4 10.2 

Sucres cellulosiques 3-7.5 41 26.6 

Cellulose 3-6 38 1.9 

Minéraux 1-2 4,1 1.5 

Composés phénoliques 2,25-3 0,1 0.5-1 

 

I.6. Sous-produits de l’oléiculture 

          En plus de la production principale (huile d’olive vierge et huile de grignon) l’industrie 

oléicole génère deux résidus l’un liquide (les margines) et l’autre solide (les grignons). Dans le cas 

de la production de l’olive de table, qui est l’olive dénoyautée, ou le noyau est un effluent. Mais ce 

dernier peut être valorisé. Selon un point de vue environnemental et économique, ce sous-produit 

peut être considéré comme une source d'énergie renouvelable. En outre, on peut obtenir encore 

d'autres composés de haute valeur ajoutée qui peuvent avoir d'autres utilisations selon les propriétés 

chimiques et physiques spécifiques (Rodríguez et al., 2008). 

           

           Selon (Rodríguez et al., 2008), les plus importantes utilisations du noyau d’olive sont :  

 

- Comme combustible; 

- Charbon actif d’adsorption; 

- Production de furfural; 

- Comme abrasif; 

- Utilisation en cosmétique dû aux qualités d’exfoliation du noyau; 

- Comme biosorbent de métaux lourds; 

- Comme supplémentation animale diététique; 

- Comme résine de phénol-formaldéhyde. 
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II. Généralités sur les composés phénoliques 

II.1. Définition 

          Les composés phénoliques sont des molécules du métabolisme secondaire spécifiques du 

règne végétal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de substances aux structures 

variées qu’il est difficile de définir simplement (Bruneton, 1999). A l’heure actuelle, plus de 8000 

molécules ont été isolées et identifiées (Tao and Lambert, 2014). Ils ont tous en commun la 

présence d’un ou plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles qui 

peuvent être libres ou engagées, avec d’autres fonctions (alcoolique, carboxylique,…) (Pietta, 2000; 

Robards, 2003; Robards et al., 1999). 

          La désignation «polyphénols» est fréquemment utilisée dans le langage courant et même dans 

des articles scientifiques ou de vulgarisation pour désigner l'ensemble des composés phénoliques des 

végétaux. Enfaite, elle devrait être réservée aux seules molécules présentant plusieurs fonctions 

phénols. Ce qui exclurait alors les monophénols (Hennebelle et al., 2004; Kühnau, 1976; Mompon 

et al., 1998).Car la  structure des composés phénoliques va du simple noyau aromatique de faible 

poids moléculaire jusqu’aux tanins complexes de très haut poids moléculaire (Hopkins, 2003; 

Maarouf, 2000). Les grandes familles de polyphénols sont les acides phénoliques, les flavonoïdes, 

et les  tanins (Georgé et al., 2005). 

          Ce sont des composés très hétérogènes tant par leur composition que par leur structure. 

Pendant longtemps, ces composés ont été considérés comme secondaires et métaboliquement 

inactifs, ils ne suscitaient donc que peu d’intérêt. A l’heure actuelle, cette opinion a changé, du fait 

de nombreuses recherches qui ont montré que ces composés contribuent efficacement dans la 

biosynthèse de divers métabolites de l’organisme. Ils interviennent dans des processus vitaux les 

plus divers. D’où l’importance croissante des études consacrées à ces composés. 

 

II.2. Biosynthèse des composés phénoliques 

          Le ou les cycles aromatiques des polyphénols sont issus de deux grandes voies métaboliques : 

la voie du shikimate et celle de l’acétate (Bruneton, 1999). La diversité structurale des composés 

phénoliques est due à cette double origine synthétique et elle augmente souvent avec la participation 

simultanée du shikimate et de l’acétate conduisant à l’élaboration de composés mixtes (flavonoïdes, 

stilbènes, xanthones, etc…). Plusieurs milliers de polyphénols ont été identifiés dans les plantes et 

dans les aliments d’origine végétale (Habauzit and Horcajada, 2008). 
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II.3. Classification des structures phénoliques 

           Les composés phénoliques peuvent être regroupés en une dizaine de classes (Harborne, 

1990; Macheix et al., 2006) (tableau IV) qui se différencient d’abord par la complexité du sque-

lette de base (allant d’un simple C6 à des formes très polymérisées), ensuite par le degré de modi-

fications de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation, de méthylation …), enfin par les 

liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autres molécules (glucides, lipides, protéines, 

autres métabolites secondaires pouvant être ou non des composés phénoliques) (Macheix et al., 

2006). Ces espèces sont des monomères, des polymères ou des complexes (Croizier, 2006; Har-

borne, 1990). 

 

Tableau IV : Principales classes des composés phénoliques (Crozier et al., 2008; Harborne, 

1989; Macheix et al., 2006). 

Squelette carboné 

 

Classes Exemples 

C6 Phénols simples Catéchol 

C6-C1 Acids hydroxybenzoiques p-Hydroxybenzoique 

C6-C3 Acids hydroxycinnamiques 

Coumarines 

Acideca-

féique,Acidefé-

rulique 

 

 

Scopolétine 

C6–C4 Naphtoquinones Juglone 

C6-C2-C6 Stilbènes Resvératrol 

C6-C3-C6 Flavonoïdes 

 Flavonols 

 Anthocyanes 

 Flavanols 

 Flavanones 

 

Isoflavonoides 

Kaempférol,quercétine 

Cyanidine,pélargonidine 

Catéchine,épicatéchine 

Naringénine 

 

Daidzéine 

(C6-C2)2 Lignanes Pinorésinol 

(C6-C3)n Lignines  

(C15)n 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tannins 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.4. Activité antioxydante 

          L’oxydation est l’une des plus importantes manifestations à l’origine des altérations alimen-

taires, et elle est la cause dans le vieillissement des tissus biologiques ainsi que dans de nom-

breuses pathologies, qui est due au phénomène de stress oxydatif, induit par l’oxygène et les déri-

vés oxydants d’oxygène couramment connus comme espèces réactives d’oxygène, peuvent être 

soit des radicaux libres (O2- : anion superoxyde, OH• : radical hydroxyle) ou des molécules non 

radicalaires, mais hautement instables, ainsi que les enzymes (lipoxygénase, peroxydase), cataly-

sées par les  ions métalliques (Cu, Fe) et les peroxydes lipidiques, qui concourent tous à la forma-

tion de radicaux libres (Berset, 2006)    
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          Pour cela, ces substances naturelles issues des végétaux, dite métabolites secondaire, con-

nues pour leurs propriétés antioxydantes et anti-radicalaires, dont le principal mode d’action est la 

capture de ces radicaux libres, sont utilisées pour retarder ou inhiber l’oxydation dans divers do-

maines (alimentaire, cosmétique et pharmaceutique) (Berthet and Amar-Costesec, 2006).  

          Les réactions biochimiques qui ont lieu dans notre organisme produisent des radicaux libres 

initiant des réactions d’oxydation en chaîne, mais le corps humain maintient l’équilibre entre les 

antioxydants et les radicaux libres en produisant simultanément les deux types de substances dans 

le processus métabolique. Le déséquilibre entre ces deux types de composés conduit à ce phéno-

mène appelé stress oxydatif. Pour enrayer le stress oxydant, il faut donc aider la cellule et l’orga-

nisme par l’apport d’antioxydants secondaire (Borg et al., 2004).  

 

II.5. Propriétés des polyphénols 

II.5.1. Propriétés industrielles 

          Les polyphénols ont un rôle essentiel dans les interactions des végétaux avec leur environ-

nement et dans leurs qualités organoleptiques et nutritionnelles (couleur, astringence, amertume et 

qualité nutritionnelles…). En outre, leur propriété antioxydante est importante dans la stabilité des 

produits alimentaires et dans les mécanismes de défense des systèmes biologiques (Catherine et 

al., 1997; Dicko et al., 2006; Macheix et al., 2005). 

          L’activité antioxydante des composés phénoliques se manifeste par leur grande réactivité en 

perdant un proton pour donner un radical libre fortement stabilisé inhibant ainsi l’oxydation de 

façon indirecte en désactivant l’oxygène singulier (1O2) ou en chélatant les métaux (Boubekri, 

2014; Gómez-Caravaca et al., 2006). 

          Ce qui favorise le vieillissement cellulaire on interrompant le passage du stress oxydatif et 

interceptant le message de l’apoptose (Macheix et al., 2005). 

 

II.5.2. Propriétés thérapeutiques  

          L’action antimicrobienne est liée à leur capacité de dénaturer les protéines et, agissent en 

provoquant la fuite cytoplasmique des constituants (les protéines, le potassium et le phosphore), 

qui est peut-être due à la perturbation du peptidoglycane de la cellule (Sousa et al., 2006). 

          Les polyphénols s’adhèrent aussi, à la surface de la membrane plasmique et pénètrent à l’in-

térieur de la cellule bactérienne, inactivant ainsi certaines enzymes telles que les perméases, qui 

sont impliquées dans le transport des substrats (aminoacides et des polysaccharides), ce qui peut 

entraîner une modification de la perméabilité cellulaire, induisant la lyse de la cellule bactérienne 

(Łojkowska and Hołubowska, 1992). 
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          D’après (Rice-Evans et al., 1997), les polyphénols sont des agents cardioprotecteurs et an-

ticancéreux. Ils ont un effet sur le diabète, les maladies cardiovasculaires et neurologiques (Del 

Caro et al., 2004) et possèdent également des activités anti-inflammatoires, anti-thrombotiques, 

analgésiques, antibactériennes, antivirales (Ali et al., 2007), anti-allergènes et vasodilatatrices 

(Falleh et al., 2008). Enfin, ils contribuent à la diminution de l’oxydation du cholestérol dans les  

lipoprotéines à basse densité (Middleton et al., 2000). 

 

III. Généralités sur les plans d’expériences 

III.1. Définition 

          Les plans d’expériences, c’est l’application de méthodes mathématiques et statistiques, à 

l’expérimentation. Dans le but de la résolution des problèmes de l’organisation des essais, dus au 

nombre élevé de paramètres à étudier, qui ne permet pas la multiplication du nombre d’expé-

riences étudiait, ainsi réaliser l’étude de plusieurs facteurs à la fois, par simple définition des 

tables d’expériences permettant de réduire considérablement le nombre d’expériences à effectuer 

sans diminuer la pertinence de la campagne d’essais.  

       

         Il consiste à faire varier simultanément les niveaux d’un ou de plusieurs facteurs, qui sont les 

variables, discrètes ou continues, à chaque essai. Ceci va permettre de diminuer fortement le 

nombre d’expériences à réaliser tout en augmentant le nombre de facteurs étudiés, en détectant les 

interactions entre les facteurs et les optimaux par rapport à une réponse (Faucher, 2006).  

          L’objectif principal de cette méthode peut être résumé par la devise : « Obtenir un maximum 

d’information avec un minimum d’expériences » (Tinsson, 2010). 

 

III.2. Terminologie 

          Les plans d’expériences ont un vocabulaire et une terminologie qu’il est  nécessaire de 

définir.   

III.2.1. Réponse 

          On appelle réponse la grandeur d’intérêt observée dans l’étude d’un phénomène. A pour 

objectif dans la plupart des cas la recherche d’un extremum (Tinsson, 2010). 
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III.2.2. Facteurs 

          On qualifie de facteur toute variable, obligatoirement contrôlable, susceptible d’influer sur la 

réponse observée (Tinsson, 2010). 

 

III.2.3. Espace expérimental 

          C’est l’ensemble de toutes les valeurs que peut prendre le facteur entre le niveau bas et le 

niveau haut, s'appelle le domaine de variation du facteur ou plus simplement le domaine du facteur. 

On a l'habitude de noter le niveau bas par –1 et le niveau haut par +1 (Goupy and Creighton, 

2006) (Annexe N°4). 

          S’il y a un second facteur, il est représenté, lui aussi, par un axe gradué et orienté. Ce second 

axe est disposé orthogonalement au premier. On obtient ainsi un repère cartésien qui définit un 

espace euclidien à deux dimensions. Cet espace est appelé l’espace expérimental (Goupy, 2006) 

(Annexe N°5). 

III.2.4. Domaine d’étude 

          Le domaine d’étude est défini par la réunion des domaines des différents facteurs. Ce 

domaine d'étude est la zone de l'espace expérimental choisie par l'expérimentateur pour faire ses 

essais. Une étude, c'est-à-dire plusieurs expériences bien définies, est représentée par des points 

répartis dans le domaine d'étude (Goupy, 2006) (Annexe N°6). 

III.2.5. Surfaces de réponse 

          À chaque point du domaine d’étude correspond une réponse. À l’ensemble de tous les points 

du domaine d’étude correspond un ensemble de réponses qui se localise sur une surface appelée 

surface de réponse (Goupy, 2006) (Annexe N°7). 

 

III.3. Modèle mathématique postulé 

          Les plans d'expériences dits factoriels utilisent tous le modèle mathématique suivant qui relie 

la réponse y aux facteurs xi. Ce modèle théorique est postulé a priori. Il s'agit d'un modèle 

polynomial.  

 

 

Y : la réponse ou la grandeur d’intérêt, mesurée au cours de l’expérimentation et obtenue avec une 

précision donnée. 

Xi : le niveau attribué au facteur i par l’expérimentateur pour réaliser un essai, valeur parfaitement 

connue, dont le niveau est déterminé sans erreur (hypothèse classique de la régression). 

a0, ai, aij, aii : les coefficients du modèle mathématique adopté a priori doivent être calculés à partir 

des résultats des expériences     

Y= a0 + aixi+aijxixj+……. + aiixi
2 + e 
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e:l’erreur expérimentale calculée par le logiciel (Goupy, 2006). 

          Ce modèle comporte dix coefficients, donc au minimum des équations pour les estimer. Le 

plan classique de box-behnken à trois facteurs comporte 13 équations indépendantes, une solution 

mathématique au problème. Les 15 points expérimentaux fournissent chacun une équation, dont dix 

équations servent à calculer les coefficients, et cinq pour le résidu  

          L’existence des points répétés au centre du domaine d’étude sert à calculer, par le logiciel, 

l’erreur expérimentale et le manque d’ajustement (Goupy, 2006).  

 

III.4. Plan Box-Behnken 

III.4.1. Description du plan 

          Ce sont des structures symétriques dans lesquelles chaque facteur prend trois niveaux 

(Chagnon, 2005). Le plan de Box-Behnken pour trois facteurs est construit sur un cube. Pour 

quatre facteurs, ce plan est construit sur un hypercube à quatre dimensions. Les points 

expérimentaux ne sont pas placés au sommet du cube ou de l’hypercube, mais au milieu des arêtes 

ou au centre des faces (carrés) ou au centre des cubes.  

          Cette disposition a pour conséquence de répartir tous les points expérimentaux à égale 

distance du centre du domaine d’étude, donc sur une sphère ou sur une hypersphère suivant le 

nombre de dimensions. Des points sont ajoutés au centre du domaine d’étude (Goupy and 

Creighton, 2006). 

          Le plan de Box-Behnken pour trois facteurs, est un cube possédant 12 arêtes à qui sont 

ajoutés, habituellement trois points d’expériences, au centre du domaine d’étude. Le plan de Box-

Behnken pour trois facteurs possède donc 15 essais (Goupy and Creighton, 2006) (Annexe N°8). 
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I. Matériels et méthodes 

I.1. Matériel végétal 

          Le travail réalisé porte sur l’optimisation des conditions d’extraction des polyphénols à partir 

des noyaux d’olives « Olea europaea .L », récoltés au début du mois d’octobre de l’année 2016, dans 

le village d’Ighil Nacer, commune d’ighram, daïra d’Akbou (Bejaia). 

          Les prélèvements de l’échantillon sont effectués au hasard, sur plusieurs oliviers de variété 

Aymel, Achemlal et Azeradj. 

          Après la récolte, les olives ont été nettoyées, débarrassées d’impuretés et décortiquées manuel-

lement, pour récupérer les noyaux, puis séchées à l’abri de la lumière à température ambiante. 

   

Figure N°3 : Photographies des noyaux d’olives utilisées dans cette étude. 

 

          Une fois le séchage est fait, ces noyaux sont broyés à l’aide d’un moulin traditionnelle, afin 

d’obtenir une poudre très fine. Cette dernière est tamisée en utilisant un système de tamis électrique 

a porosité descendante (Retsch AS200), et les poudres ainsi obtenues Ф ≤500μm, Ф ≤ 250μm et Ф ≤ 

125μm sont conservées à température ambiante, à l’abri de la lumière et de l’humidité dans un réci-

pient hermétique et opaque. 

   

Figure N°4 : Photographies de la poudre utilisée dans cette étude. 
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I.2. Test d’humidité 

          La détermination de l’humidité est réalisée selon la méthode décrite par (Doymaz et al., 2004). 

Une prise d’essai d’échantillon (1g) est séchée dans une étuve (Memmert type-ONE 7, Schutzart DIN 

EN 60529-IP 20. Germany) à 103°±2°C jusqu'à un poids constant. Le taux d’humidité des échantil-

lons est calculé selon la formule suivante : 

 

 

 

          Où : 

             H (%) : Taux d’humidité en pourcentage. 

             Pavant : Poids de l’échantillon avant séchage. 

             Paprès : Poids de l’échantillon après séchage. 

 

I.3. Extraction des polyphénols 

          La poudre obtenue a été soumise à une extraction par macération selon la procédure décrite Par 

(Elfalleh et al., 2012),  avec de légères modifications. Une prise d’essai de la poudre (1g) est mise 

en contact avec 20ml de solvant d’extraction, dans un dans Bain Marie sous agitation. Pendant un 

temps donné à une température donnée, à l’abri de la lumière, le mélange est filtré, puis l’extrait 

obtenu est ajusté au volume initial de solvant d’extraction. A la fin de cette opération, on obtient 

l’extrait correspondant, dont le taux d’extraction est déterminé par la formule suivante : 

 

 

 

          D’où : 

             P0 : Poids du bécher vide (gramme). 

             P1 : Poids du bécher après évaporation (gramme). 

             E : Prise d’essai d’échantillon (gramme). 

 

 

 

 

 

H (%) = 
   P avant  - P après 

       P avant 

 

 

X100 

 

Taux d’extraction = [﴾P1 – P0 ﴿ / E] × 100 
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I.3.1. Optimisation des conditions de l’extraction des polyphénols 

          Le modèle expérimental est divisé en deux parties. Des essais préliminaires sont effectués, 

selon le modèle classique d’extraction en variant un paramètre et fixant les autres (Al-Farsi et al., 

2005; Heinonen et al., 1998). Ces essais préliminaires sont effectués sur la poudre de noyaux de la 

variété Aymel.  

          Afin de pouvoir choisir la meilleure granulométrie, pour extraire les composés phénoliques de 

la poudre des noyaux d’olives, une série d’extractions est réalisée avec les trois granulométries : Ф 

≤500μm, Ф ≤ 250μm et Ф ≤ 125μm. 

          Afin de pouvoir choisir le meilleur solvant, pour extraire les composés phénoliques de la poudre 

des noyaux d’olives, une série d’essais est réalisée avec quatre solvants, dont l’éthanol, l’acétone, 

méthanol et l’eau distillée. L’extraction est effectuée en utilisant 1g de poudre dans 20ml de solvant 

à 40%, pendant 30 minutes à 40°C. Le choix du solvant adéquat est déterminé selon la teneur en 

polyphénols totaux extraite. Puis on joue sur la concentration de ce solvant, en gardent les mêmes 

conditions, et de la même façon on détermine le meilleur solvant et sa concentration. 

          Après avoir identifié le solvant ainsi que sa concentration adéquate, on doit déterminer le temps 

et la température optimale pour l’extraction. Une fois ces conditions fixées, il reste à optimiser le ratio 

et l’agitation. 

          L’optimisation des conditions d’extraction des composés phénoliques, à partir de la poudre de 

noyaux d’olives selon la méthode de surface de réponse (MSR), le modèle mathématique polynomial 

a été développé. Le type du modèle choisi est le plan de Box-Behnken (Goupy, 2006).  

          Quatre facteurs (X1, X2, X3et X4) à trois niveaux (-1, 0 et +1) sont appliqués pour optimiser 

l’extraction des polyphénols à partir de la poudre. 

 

Tableau V : Niveaux des variables choisies pour les essais. 

X1 Concentration (%) X2 températures (°C) X3 temps (mn) X2 Ratio (m/v) 

(-1)20 (-1)60 (-1)10 (-1)1/40 

(0)40 (0)70 (0)30 (0)1/60 

(+1)60 (+1)80 (+1)50 (+1)1/80 

 

           Le plan Box-Behnken comprend 27 essais dont l’essai centré (0, 0, 0) est répété trois fois pour 

vérifier l’erreur type et la reproductibilité du procédé d’extraction. 
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Figure N°5 : Protocole d’extraction des polyphénols (Elfalleh et al., 2012) 

I.4. Dosage des antioxydants 

I.4.1. Dosage des polyphénols 

          La teneur en composés phénoliques totaux de l’extrait est estimée selon la méthode décrite par 

(Georgé et al., 2005). 

          500µl d’extrait sont additionnés à 2,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu (dilue 1/10), le mélange 

a été incubé pendant 2 min à température ambiante a l’abrite de la lumière, puis un volume de 2 ml 

de carbonate de sodium (7.5%) a été ajouter, suivie d’une incubation pendant 15 minutes à 50 °C et 

enfin refroidie dans un bain d'eau-glacée. L'absorbance a été immédiatement mesurée à 760 nm par 

un spectrophotomètre (UV-VIS). La concentration en composés phénoliques de l’extrait, exprimée 

en mg équivalent d’acide gallique (EAG)/g d’échantillon, est déterminée en se référant à une courbe 

d’étalonnage obtenue dans les mêmes conditions en utilisant l’acide gallique (Annexe N°9). 

          Le réactif de Folin-Ciocalteu, mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12O40) et d’acide 

phosphomolybdique (H3PMo12O40), oxyde les composés phénoliques, les oxydes métalliques pro-

duits sont de couleur bleue, dont l’absorbance est proportionnelle à la quantité de polyphénols pré-

sents dans l’échantillon (Enneb et al., 2015). 

 

1g de la 

poudre fine 

 

20ml de solvant dans 

un bécher 

 

Agitation dans un bain-marie 

pendant un temps à une 

température appropriée 

Filtration  à travers un papier 

filtrant et ajuster au volume initiale 

 

Extrait conservé dans un flacon 

opaque et hermétique à 4ºC 
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I.4.2. Dosage des flavonoïdes 

          La teneur en flavonoïdes dans les extraits a été déterminée Spectrophotométriquement selon la 

méthode décrite par (Djeridane et al., 2006). En utilisant une méthode sur la base de la formation 

d'un complexe flavonoïde-aluminium, ayant l'absorbabilité maximum à 430 nm. 

          Pour 1 ml d'extrait mélangé avec 1 ml de solution méthanoïque au chlorure d'aluminium à 2% 

après incubation à température ambiante pendant 15 min, l'absorbance du mélange réactionnel a été 

mesurée à 430 nm, avec un spectrophotomètre (UV-VIS). Et la teneur en flavonoïdes a été exprimée 

en mg d'équivalent de quercétine (EQ)/g d’échantillon, est déterminée en se référant à une courbe 

d’étalonnage réalisée dans les mêmes conditions avec de la quercétine (Annexe N°10). 

          Les flavonoïdes forment des complexes avec l’aluminium sous forme d’ions Al+3 après décom-

position de chlorure d’aluminium. Les complexes formés sont responsables de l’absorption de la lu-

mière dans le visible (Ribéreau-Gayon and Gautheret, 1968). 

 

I.5. Détermination de l’activité antioxydante et antiradicalaire 

          L’activité antioxydante de l’extrait a été déterminée selon deux méthodes. La première est l’es-

timation du pouvoir réducteur qui mesure la capacité des extraits à réduire les ions métalliques (fer 

ferrique en fer ferreux). La deuxième évalue le pouvoir antiradicalaire en mesurant le pourcentage de 

neutralisation d’un radical (DPPH• et ABTS•+) par les antioxydants présents dans notre échantillon. 

I.5.1. Pouvoir réducteur 

I.5.1.1. Réduction du chlorure ferrique 

          Le pouvoir de réduction ferrique des extraits a été déterminé en utilisant du ferricyanure de 

potassium-chlorure ferrique méthode (Oyaizu, 1986). 

          1ml d'extrait a été ajouté à 2,5 ml de tampon phosphate (0,2 M pH 6,6) et 2,5 ml de ferricyanure 

de potassium (1%). Le mélange a été incubé à 50° C pendant 20 min, après on a ajouté 2,5 ml d'acide 

trichloroacétique (10%). Deux et un demi-millilitre du mélange ont été prélevés et mélangés avec 2,5 

ml d'eau et 0,5 ml de FeCl3 à 1%. L'absorbance à 700nm a été mesurée par un spectrophotomètre 

(UV-VIS), après avoir laissé reposer la solution pendant 30 min. L’évaluation du pourcentage de 

réduction du chlorure ferrique par rapport aux concentrations de standard (vitamine C) est réalisée 

dans les mêmes conditions (Annexe N°11). 

          L’analyse du pouvoir réducteur est basée sur la réduction du fer ferrique (Fe3+) du complexe 

ferricyanure-Fe3+ en fer ferreux (Fe2+), en présence d’antioxydants réducteurs. La forme réduite 

donne une couleur verte qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de l’extrait (Gülçin, 2012). 
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I.5.2. La neutralisation des radicaux libres 

I.5.2.1. Inhibition du radicale DPPH• 

          Le pouvoir antiradicalaire, par la neutralisation du radical DPPH•, de l’extrait est évalué selon 

la méthode décrite par (Brand-Williams et al., 1995), légèrement modifiée par (Lim et al., 2007).            

          Pour 500µl d’extrait, 2ml de DPPH (0.06mg/ml) sont ajoutés. Après une incubation de 30 mi-

nutes à l’abri de la lumière, l’absorbance de l’extrait est mesurée à 517nm. Le pouvoir antiradicalaire 

de l’extrait est exprimé en pourcentage d’inhibition du radical DPPH •: 

 

 

 

          D’où : 

              Abs Témoin : Absorbance du Témoin après 30 minutes à 517 nm. 

              Abs Extrait : Absorbance de l’extrait après 30 minutes à 517 nm. 

 

          Un antioxydant a la capacité de donner un hydrogène au radical synthétique DPPH. (2,2-

diphenyl-1-picryl hydrazyl) de coloration violette (forme oxydée) pour le réduire en DPPH-H (2,2-

diphenyl-1-picryl hydrazine) de coloration jaune-verte (Molyneux, 2004) 

 

   DPPH˙+ ArOH                   DPPH-H + ArO.  

 

 

 

  

 

 

 

Figure N°6 : Réduction du Radical DPPH˙ (Molyneux, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

PI % =  [(Abs Témoin – Abs Extrait) / Abs Témoin] ×100 
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I.5.2.2. Inhibition du radicale  ABTS•+ 

          Le pourcentage d’inhibition du radical ABTS•+ est évalué par la méthode de (Spigno and De 

Faveri, 2009), qui repose sur la capacité des antioxydants à interagir avec le radical ABTS•+, en 

diminuant son absorbance à 734 nm. 

          Une solution radicalaire (7 mM ABTS et 2,45 mM de persulfate de potassium) a été préparée 

et incubée à l'obscurité à température ambiante pendant 12-16 h avant son utilisation.      Cette solution 

a ensuite été diluée avec de l'éthanol à 50% jusqu'à une absorbance de 0,705 ± 0,02 à 734 nm et 

équilibrée à 30°C. Des échantillons de contrôle, d'ébauche et d'extrait ont été préparés, respectivement 

; 2 ml de solution radicalaire, 2 ml de solution radicalaire mélangée à 20µl de solvant d'extraction et 

2 ml de solution radicalaire mélangée à 20µl d'extrait. L'absorbance a été lue, après 6 min d’incuba-

tion à température ambiante à l’abri de la lumière, à 734 nm et l'activité antioxydante a été calculée 

en fonction de la diminution de l'absorbance en pourcentage selon l’équation : 

 

 

          D’où : 

             Abs Echantillon: Absorbance des extraits, après 30 minutes, à 734 nm. 

             Abs Contrôle : Absorbance du contrôle après 30 minutes à 734 nm. 

             Abs blanc: Absorbance de blanc, à 734 nm. 

          La méthode qui détermine l’activité scavenger du radical ABTS est basée sur la capacité d’un 

antioxydant à piéger le radical cationique ABTS•+ (2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfo-

nique)) de coloration bleu verte en le transformant en ABTS-H+ incolore, par un don d’hydrogène 

(Antolovich et al., 2002). La décroissance de l’absorbance causée par l’antioxydant reflète la capacité 

de capture du radical libre. 

 

I.6. Détermination de l’activité antibactérienne 

          Pour évaluer l’activité antibactérienne des extraits étudiées, vis-à-vis des quatre souches bac-

tériennes (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aerogi-

nosa), la technique de l’antibiogramme est utilisée. Les souches bactériennes sont à l’origine d’une 

collection du Laboratoire de Microbiologie Appliqué (LMA) de l’université Abderrahmane Mira de 

Bejaia.  

 

 

 

 

 

PI% = [(Abs blanc-Abs Echantillon)/ Abs contrôle] x100 
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I.6.1. Test d’activité antibactérienne 

I.6.1.1. Standardisation des souches 

          Une standardisation des souches est réalisée par spectrophotométrie pour l’obtention d’une 

suspension de 106 UFC/ml dont le but est d’avoir une charge homogène de toutes les souches étudiées 

pour pouvoir comparer l’effet antibactérien des extraits étudiés. 

Le milieu de culture approprié à cette étude est le milieu Muller-Hinton. 

I.6.1.2. Test de l’activité antibactérienne 

          Une dilution de 10-2 a été préparée à partir des souches mères de 108 UFC/ml obtenus après 

standardisation, et chaque souche a été ensemencé par écouvillonnage dans les boites de pétri coulées 

de milieu gélose Muller Hinton.  

          Des disques en papier (5mm de diamètre) stériles sont imprégnés avec un volume de 20µl de 

chaque extrait (Achemlal, Azeradj et Aymel). Un disque témoin imbibé de l’éthanol à 33% est dé-

posé dans chaque boite. 

          Les boites ainsi préparées sont incubées à 37°C pendant 24h. L’activité antibactérienne des 

extraits testés est évaluée par la mesure de diamètre des zones d’inhibition autour des disques. 

 

I.7. Étude statistique 

          Les résultats des essais préliminaires sont analysés par XLSTAT 2016, basé sur l’analyse de la 

variance (ANOVA-MANOVA) du teste LSD (teste de tukey). Tous les résultats sont exprimés en 

moyennes de trois valeurs ± écart types. D’autre part, les résultats expérimentaux du plan d’expé-

rience de Box-Benhken sont analysés par le logiciel JMP (logiciel de statistiques dans lequel une 

partie est consacrée aux plans d'expérience). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Résultats             

et                

discussion 
 



 

 

Partie pratique                                                                                        Résultats et discussion 

21 

II. Résultats et discussion 

II.1. Test d’humidité 

          L’humidité ; c’est connaitre la teneur en eau de notre matrice, ce qui est important pour pou-

voir estimer le rendement après séchage, de cette dernière. Le taux élevé d’humidité est  une source 

de dégradation des antioxydants par le phénomène d’oxydation, En effet, l’eau est une source de 

dégradation dont l’inconvénient peut être éliminé par un séchage rapide, aussitôt après sa récolte 

(Ribéreau-Gayon and Gautheret, 1968). 

          Ainsi l’humidité résiduelle de la poudre étudiée est déterminée en utilisant la méthode pondé-

rale, qui consiste à la détermination de la perte en eau par dessiccation à l’étuve, ce qui permettra 

d’uniformiser la teneur en eau et ainsi d’assurer un meilleur broyage et homogénéité.  Le résultat 

obtenu est représenté dans la figure N°7. 

   

 

 

          Le résultat de la présente étude montre que la teneur en humidité de la poudre étudiée est 

d’environ 0.1%. Comparé aux travaux réalisés par (Zaidi et al., 2009),sur le grignon d’olive, qui est 

nettement plus riche en eau que la poudre de noyaux et qui est de l’ordre de 10 %. 

Ce taux faible d’humidité de 0.1% permet de mieux conserver les propriétés antioxydantes des 

composés phénoliques de la poudre. 

 

II.2. Optimisation des conditions d’extraction des polyphénols  

          L’extraction est l’une des méthodes les plus utilisées dans les industries alimentaires, pour 

l’obtention des composés désirés retenus initialement dans la matrice de l’aliment (Barzana et al., 

2002). 
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Figure N°7 : Teneur en humidité résiduelle  de la poudre des noyaux d'olives étudiée 

La barre verticale représente l'écart-type. 
La valeur représente la moyenne de 3 mesures ± ecartype. 
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II.2.1. Essais préliminaires 

II.2.1.1. Choix de la granulométrie 

          Pour extraire le maximum de polyphénols, de notre poudre on a opté pour une séparation de 

cette dernière en 3 granulométries différentes (Ф ≤ 500 μm), (Ф ≤ 250 μm) et (Ф ≤ 125 μm), car ce 

paramètre influence considérablement la teneur de polyphénols totaux extraite, il est généralement 

admis que sous une forme broyée, la matière végétale présentera une plus grande surface de contact 

avec le solvant (Bonnaillie et al., 2012). La figure N°8 est l’illustration parfaite de cette influence. 

 

 

 

 

 

 

          Les résultats de l’étude statistique ont révélé une différence significative entre les teneurs en 

polyphénols, extraites à partir de ces granulométries utilisées qui varient de 1.29 à 1.76 mg EAG/g 

de MS, dont la plus grande teneur, enregistrée pour la granulométrie (Ф ≤ 250 μm) qui est la meil-

leure pour l’extraction maximale des polyphénols. 

          Il s’avère de ce qui précède qu’avec les fines particules, les composés chimiques sont plus 

facilement transférés de la matière végétale vers le solvant d’extraction. Cela s’expliquerait par le 

fait que le solvant se diffuse plus facilement à l’intérieur des petites particules, pour extraire les 

molécules de polyphénols grâce à la création d’une surface de contact plus grande avec la diminu-

tion de la taille des particules et aussi à l’ouverture de plus grands nombres de ports, sans pour au-

tant que celle-ci soit trop fine, afin d’éviter le phénomène de colmatage de cette dernière, et facili-

tant ainsi le contact avec le solvant, les particules très fines sont également plus difficiles àséparer 
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Figure n°8 : Influence de la granulométrie sur la teneur en polyphénols extraite. 

La barre verticale représente l'écart-type. 
La valeur représente la moyenne de 3 mesures ± ecartype. 
Les valeurs avec les différentes lettres (A-B-C) sont significativement différentes (Tukey, p < 0.05) pour les diffé-
rentes granulométries; 
Les  résultats sont classés en ordre descendant : A>B>C. 
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de l’extrait liquide après la fin de l’extraction (Mafart and Béliard, 1992; Penchev et al., 2010; 

Virginie et al., 2015), une observation similaire a été trouver par (Kossah et al., 2010). 

 

II.2.1.2. Choix du solvant 

          La sélection du solvant d’extraction est une étape fondamentale dans l’optimisation des con-

ditions d’extraction solide – liquide des antioxydants. Les solvants organiques sont  les plus utilisés 

pour l’extraction (Escribano-Bailon and Santos-Buelga, 2003). 

          Afin d’extraire les polyphénols, quatre types de solvants sont utilisés à savoir l’acétone, 

l’éthanol, méthanol et l’eau distillée. Chaque extraction est effectuée à température 40°C dans le 

bain-marie, avec un temps d’agitation égale à 30 minutes. Les résultats obtenus, de l’effet de la na-

ture du solvant, sur la teneur en polyphénols extraite sont représentés dans la figure N°9. 

 

 

 

 

 

          Les résultats décrits ci-dessus révèlent une influence significative du pouvoir d’extraction du 

solvant sur les polyphénols. Les résultats de l’étude statistique montrent une différence significative 

entre les teneurs extraites par ces solvants qui varie de 1,81 à 2,5mg EAG/g de MS. 

          Il s’avère que l’éthanol est le meilleur solvant d’extraction des polyphénols avec 2.5mg 

EAG/g de MS. Cette variation de la teneur extraite est due probablement à la différence de polarité 

existant entre les solvants utilisés (Naczk and Shahidi, 2006). Ce qui est en accord avec d’autres 

auteurs, qui ont trouvé que l’éthanol est le solvant idéal pour l’extraction optimale des polyphénols 

(Bourgou et al., 2016). 
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Figure N°9 : Effet de la nature du solvant sur  la teneur en polyphénols extraite. 

La barre verticale représente l’écart-type. 
La valeur représente la moyenne de 3 mesures ± ecartype. 
Les valeurs avec les différentes lettres (A-B-C) sont significativement différentes (Tukey, p < 0.05) pour les différents  
solvants. 
Les  résultats sont classés en ordre descendant : A>B>C. 



 

 

Partie pratique                                                                                        Résultats et discussion 

24 

II.2.1.3. Choix de la concentration du solvant 

          Le mélange solvant-eau distillé semble très efficace pour l’extraction des polyphénols, car 

l’eau en combinaison avec le solvant contribue à la création d’une moyenne modérément polaire qui 

assure à la fois l’extraction des composés phénoliques et la préservation de  leur activité antioxy-

dante(Chirinos et al., 2007).  

          La solubilité des polyphénols est étroitement liée au degré de Polymérisation en raison de 

l’augmentation de nombre de groupe hydroxyles, ainsi le choix du solvant sera conditionné par le 

caractère polaire des composés phénoliques présents dans la matrice étudiée (Savova et al., 2007). 

          En prenant l’éthanol comme meilleur solvant d’extraction, il est aussi important de détermi-

ner sa concentration idéale. Donc on réalise plusieurs extractions dans les mêmes conditions, en 

variant la concentration de l’éthanol. 

          L’étude statistique a montré une différence significative entre les teneurs en polyphénols ex-

traites par les différentes concentrations d’éthanol utilisées, allant de 1.46 à 2.38mg EAG/g de MS, 

la concentration d’éthanol idéale doit être égale ou au voisinage de 40%. Par conséquent, le plan 

d’expérience Box-Behnken déterminera précisément la concentration réelle d’éthanol afin d’obtenir 

une teneur en composés phénoliques optimale. 

          Les teneurs les plus faibles ont été obtenues lorsque le milieu d’extraction est entièrement 

composé d’eau ou de solvant. Concernant les proportions 20%, 40% et 60%, et 80%, les concentra-

tions en PPT prennent des valeurs intermédiaires. Ces résultats sont comparables à ceux obtenus par 

plusieurs auteurs (Chirinos et al., 2007; Kim et al., 2007; Spigno et al., 2007). 

 

II.2.1.4. Choix du ratio du solvant 

          Le volume de solvant, ou rapport masse de poudre/volume de solvant, est un facteur influen-

çant sur l’extraction de polyphénols, c’est pour ça on a procédé à différentes extractions avec diffé-

rents volumes de solvant. La figure N°10 montre les résultats de ces essais. 
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          D’après ces résultats et l’étude statistique faite, on conclue que le ratio idéal pour l’extraction 

optimale des polyphénols est aux environs de 1/60, qui est 1 g de poudre dans 60 ml de solvant, 

avec une teneur en polyphénols extraite de 3,57 mg EAG/g de MS. A l’aide du plan d’expérience 

Box-Behnken, le rapport m/v exacte sera précisément déterminé. 

          Ces résultats sont compatibles avec le principe du transfert de la matière, où la force de 

transmission durant ce transfert est le gradient de la concentration de soluté entre le solide et le li-

quide. Cette force devient importante lorsque le rapport solide/liquide utilisé est plus élevé (Al-

Farsi and Lee, 2008; Gaboriaud, 1996). 

          Des résultats similaires sur l’effet du rapport solide/liquide sur l’extraction des polyphénols 

ont été rapportés pour les noyaux de dattes par (Al-Farsi and Lee, 2008) qui est 1g de poudre de 

noyaux de dattes dans 60ml de solvant.  

 

II.2.1.5. Choix de l’intensité d’agitation 

          L’agitation influence aussi l’extraction de polyphénols, pour mettre en évidence cette in-

fluence, des extractions à différentes vitesses d’agitation ont été faites.  

          L’agitation mécanique des particules dans le solvant permet leur maintien en suspension et 

l’homogénéisation du milieu. Elle a un effet toujours favorable sur l’opération, car elle permet de 

réduire la résistance au transfert de solutés au niveau de l’interface solide-liquide et d’augmenter le 

coefficient de transfert. Si l’agitation est très intense et/ou maintenue durant une longue période, 

elle peut favoriser des chocs entre les différentes particules et permettre ainsi l’éclatement de cer-

taines cellules qui vont libérer leur contenu cellulaire dans le milieu (Dibert et al., 1989; Leybros 
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Figure N°10 : Effet du ratio sur la teneur en polyphénols extraite 

La barre verticale représente l'écart-type. 
La valeur représente la moyenne de 3 mesures ± ecartype 
Les valeurs avec les différentes lettres (A-B-C) sont significativement différentes (Tukey, p < 0.05) pour les 
différents  ratios Les  résultats sont classés en ordre descendant : A>B>C. 
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and Fremeaux, 1990). Ce qui s’accorde avec les résultats trouvés dans notre étude, l’agitation doit 

être au maximum pour une extraction optimale en polyphénols. 

 

II.2.1.6. Choix de la température 

          La sélection de la température d’extraction est l’une des étapes importantes de l’optimisation. 

L’augmentation de la température améliore l’extraction des polyphénols, en rendant les membranes 

cellulaires plus perméables, et augmente la solubilité et le coefficient de diffusion des composés à 

extraire. Elle diminue la viscosité du solvant ce qui facilite son passage dans les substrats solides. 

Cependant, les températures excessives peuvent causer la dégradation des composés phénoliques, 

ou cela peut provoquer une diminution de la sélectivité de l’extraction, ce qui limite les tempéra-

tures d’extraction à un certain seuil (Careri et al., 2000). Donc on a procédé à la sélection de la 

meilleure température, en réalisant une série d’extraction à différentes températures. 

 

La teneur en PPT des extraits a augmenté progressivement avec l'augmentation de la température 

(20,40, 50, 60 et 70 °C), éventuellement en raison de l'augmentation de la solubilité des composés 

phénoliques à des températures plus élevées. Ce qui est lié au taux de transfert de masse (Coeffi-

cient de diffusion) (Ju and Howard, 2003). 

          D’après les résultats obtenus et l’étude statistique faite, qui montre une différence significa-

tive entre l’effet des températures utilisées sur les teneurs en polyphénols extraite, allant de 1.93 à 

2.95mg EAG/g de MS, on déduit que la température doit être proche de 70°C, pour une extraction 

optimale, mais le plan d’expérience Box-Behnken déterminera précisément l’idéale. 

 

  Ces résultats trouver dans notre étude sont concordants avec les résultats d’autres auteurs ayant 

travaillé sur le grignon d’olive (Alu’datt et al., 2010). Dont les résultats pour les teneurs en PPT 

extraite, augmentent progressivement avec l’augmentation de la température de 25 à 70°C, ou la 

teneur maximale en polyphénols totale était de 4,37mg EAG/g d’échantillon. 

 

II.2.1.7. Choix du temps d’extraction  

          Le temps d’extraction est un autre paramètre principal dans la procédure d’extraction des 

composés phénoliques, il peut varier de quelques minutes à 24 heures (Lapornik et al., 2005; Lee 

et al., 2005). 

          Le temps pendant lequel le solvant et le matériel végétal sont mis en contact peut influencer 

la libération progressive de solutés à partir de la matrice végétale vers le solvant, et donc cela in-

fluence l’efficacité de l’extraction (Michiels et al., 2012). Par contre, un temps de contact prolongé 
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n’améliore pas toujours l’efficacité de l’extraction en favorisant l’oxydation des composés phéno-

liques (Santos-Buelga et al., 2012). 

          Dans notre cas, les temps d’extraction ont été de l’ordre de 10 minutes jusqu’à 50 minutes, 

les résultats sont représentés dans le graphe de la figure N°11. 

 

 

 

 

          L’étude statistique révèle une différence significative, entre les teneurs en polyphénols ex-

traites à différents temps d’extraction, qui varient entre 2,52 à 3,13mg EAG/g de MS. Par interpré-

tation de ces résultats, le temps d’extraction doit être au voisinage de 30 minutes. Mais le plan 

d’expérience Box-Behnken déterminera précisément la durée exacte pour une extraction optimale 

des polyphénols. 

          Les résultats obtenus par d’autres auteurs ont montré une relation positive entre le temps d'ex-

traction et le contenu phénolique total extraie à partir du grignon d'olive, éventuellement à cause de 

l’augmentation de la solubilité des composés phénoliques sur une durée plus longue (Alu’datt et 

al., 2010). 

 

II.2.2. Plan d’expérience Box-Behnken 

          Beaucoup de paramètres peuvent influencer l’efficacité de l’extraction des polyphénols, 

comme la méthode d’extraction, la nature et la concentration du solvant, la température d’extraction 

et le temps d’extraction (Banik and Pandey, 2008; Pinelo et al., 2005; Silva et al., 2007). 
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Figure N°11 : Effet du temps sur la teneur en polyphénols extraite. 

La barre verticale représente l'écart-type. 
La valeur représente la moyenne de 3 mesures ± ecartype. 



 

 

Partie pratique                                                                                        Résultats et discussion 

28 

 

 

  Quatre facteurs (X1, X2, X3 et X4) à trois niveaux (-1, 0 et +1) ont été appliqués pour optimiser 

l’extraction des polyphénols à partir de la poudre de noyaux d’olives. Les facteurs choisis dans la 

présente étude sont : 

- La concentration du solvant (20, 40 et 60%) ; 

- La température d’extraction (60,70 et 80°C) ; 

- Le temps d’extraction (10, 30 et 50min). 

- Le ratio poudre/solvant (1/40, 1/60 et 1/80). 

L’analyse des résultats est présentée dans le tableau VI. 

Tableau VI : Optimisation des conditions d’extraction par le plan d’expérience Box-Behnken de la 

poudre des noyaux d’olives. 

Essai N°  

Solvant 

(%v/v) 

 

Température 

(°C) 

 

Temps 

(min) 

 

Ratio  

Valeurs 

réelles TPC 

mg 

(d’EAG/g)  

Valeurs 

prédites TPC 

mg 

(d’EAG/g) 

Taux 

d’extraction 

des polyphé-

nols  

1 (-1)20 (0)70 (+1)50 (0)1/60 2 ,49 2,44 0 ,090 

2 (0)40 (+1)80 (+1)50 (0)1/60 3,65 3,65 0,709 

3 (0)40 (+1)80 (0)30 (+1)1/80 3,61 3,72 1,116 

4 (-1)20 (-1)60 (0)30 (0)1/60 2,49 2,44 0,798 

5 (0)40 (0)70 (+1)50 (-1)1/4 3,03 2,93 0,151 

6 (+1)60 (0)70 (+1)50 (0)1/60 3,2 3,15 0,597 

7 (+1)60 (0)70 (0)30 (-1)1/40 1,58 1,70 0,187 

8 (+1)60 (+1)80 (0)30 (0)1/60 2,39 2,30 1,340 

9 (0)40 (0)70 (-1)10 (+1)1/80 2,87 2,84 0,599 

10 (+1)60 (-1)60 (0)30 (0)1/60 2,3 2,19 0,949 

11 (0)40 (-1)60 (0)30 (-1)1/40 3,38 3,33 0,830 

12 (-1)20 (0)70 (0)30 (-1)1/40 2,89 3,41 0,179 

13 (0)40 (0)70 (0)30 (0)1/60 3,41 3,41 0,131 

14 (-1)20 (0)70 (0)30 (+1)1/80 2,63 2,22 0,664 

15 (0)40 (0)70 (+1)50 (+1)1/80 2,81 2,86 0,202 

16 (0)40 (0)70 (+1)50 (+1)1/80 3,43 3,25 0,799 

17 (0)40 (0)70 (0)30 (0)1/60 3,38 3,41 0,131 

18 (0)40 (+1)80 (-1)10 (0)1/60 2,7 2,59 0,769 

19 (-1)20 (0)70 (-1)10 (0)1/60 3,17 3,28 0,202 
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20 (-1)20 (+1)80 (0)30 (0)1/60 2,82 2,8 0,698 

21 (0)40 (-1)60 (-1)10 (0)1/60 3,33 3,18 0,840 

22 (0)40 (-1)60 (+1)50 (0)1/60 2,43 2,59 1,314 

23 (+1)60 (0)70 (0)30 (+1)1/80 2,73 2,72 1,361 

24 (0)40 (+1)80 (0)30 (-1)1/40 2,07 1,96 0,865 

25 (0)40 (0)70 (0)30 (0)1/60 3,05 3,41 0,1311 

26 (0)40 (-1)60 (0)30 (+1)1/80 1,71 1,88 1,294 

27 (+1)60 (0)70 (-1)10 (0)1/60 1,72 1,83 1,123 

 

          Les résultats de la présente étude, montrent que les teneurs en composés phénoliques varient 

de 1,58 à 3,71mg EAG/g de MS Ceci confirme l’influence des paramètres étudiés (concentration du 

solvant, température, temps et ratio) sur le taux des polyphénols extrait, 

 

II.2.2.1. Validation du modèle 

          Dans les plans d’expériences, le modèle mathématique relie la réponse aux facteurs qui 

l’influence, et afin d’avoir une bonne réponse plusieurs conditions doivent être vérifiées. 

 

II.2.2.2. Coefficient de corrélation 

          L’efficacité d’ajustement globale est exprimée par le coefficient de corrélation R
2 

(Chan et 

al., 2009). Dans la présente étude,la valeur de R
2
 est de 0.96, ce qui signifie qu’uniquement 0,04% 

des variations ne sont pas expliquées par le modèle. De plus, la valeur du coefficient de détermina-

tion ajusté est élevée (R
2

ajusté = 0,90), ce qui confirme la haute significativité du modèle. 

          La valeur du R
2

ajusté (valeur du R
2
 après élimination des coefficients inutiles du modèle) sera  

inférieure à celle de R
2
 si le modèle contient beaucoup de termes inutiles (non significatifs) (El-

Adawi et al., 2011). 

          L’analyse de la variance de la régression du modèle montre que le model est très significatif 

(P ˂ 0.005) et que le manque d’ajustement n’est pas significatif (P ˃ 0.05) par rapport à l’erreur 

pure, ce qui confirme que le modèle est satisfaisant (Chin et al., 2010). Sachant que si dans un mo-

dèle,  la P-value du manque d’ajustement est significatif ce modèle sera rejeté (Granato et al., 

2010).  
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Figure N°12 : Plan de prédiction réelle de la poudre de noyaux d’olives étudiée 

 

II.2.2.3. Effet des facteurs (coefficients) 

          L’analyse de la variance de la régression des coefficients consiste à analyser l’impact des 

variables (X1, X2, X3 et X4) à p<0.05, afin de déterminer le degré d’influence des facteurs (concen-

tration du solvant, température, temps et ratio) sur l’extraction des substances bioactives (Uma et 

al., 2010). 

          Les P-value sont utilisés comme un moyen pour vérifier la signification de chaque coeffi-

cient, ce qui indique aussi l’intensité d’interaction de chaque paramètre. Les  plus petits P-value 

présentent la plus grande signification du facteur correspondant (Liu et al., 2010). Les résultats  

obtenus sont représentés dans le tableau VII. 

Tableau VII : Estimation des coefficients de régression du modèle polynomiale de deuxième de-

gré. 

Terme Estimation Erreur standard Rapport t P-value 

Constante 3,28 0,103842 31,59 <0,001* 

Linéarité     

X1-concentration du 
solvant(20,60) 

-0,214167 0,051921 -4,12 0,0014* 

X2-
température(60,80) 

0,1383333 0,051921 2,66 0,0206* 

X3-temps(10,50) 0,1408333 0,051921 2,71 0,0189* 

X4-ratio(40,80) 0,1016667 0,051921 1,96 0,0739 

Interaction     

X2-température*X4-
ratio 

0,8025 0,08993 8,92 <0,001* 

X3-temps*X4-ration 0,085 0,08993 0,95 0,3632 

Quadratique     

X1-concentration du 
solvant*X1-
concentration du 
solvant 

-0,5675 0,077881 -7,29 <0,001* 

X2-température*X2-
température 

-0,25125 0,077881 -3,23 0,0073* 

X3-temps*X3-temps -0,0075 0,077881 -0,10 0,9249 

X4-ratio*X4-ratio -0,27625 0,077881 -3,55 0,0040* 
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 Effet linéaire  

          Les résultats de la présente étude, montre que le facteur qui possède une influence hautement 

significative sur l’extraction des polyphénols de la poudre étudiée est la concentration du solvant 

(X1), température(X2) et le temps d’extraction (X3) avec une probabilité de P= 0,0014; 0,020 et 

0,018 respectivement, cependant l’impact est non significatif pour le facteur (X4) à savoir le ratio. 

          Des variations marginales dans la composition du solvant peuvent provoquer des impacts 

significatifs sur la qualité et la quantité des composés extraits (Luthria, 2008). En effet plusieurs 

études ont montré l’importance de la concentration du solvant par rapport aux autres facteurs (Chan 

et al., 2009; Liyana-Pathirana and Shahidi, 2005; Uma et al., 2010; Yap et al., 2009).  

          Selon (Spigno et al., 2007), les mélanges alcool-eau distillée donne une meilleure efficacité 

d’extraction des composés phénoliques comparant aux systèmes à solvant unique. En augmentant la 

proportion de l’eau distillée à l’éthanol, la polarité du solvant augmente, ainsi le système solvant 

sera capable d’extraire les polyphénols à haute polarité et ceux à polarité basse et également ceux à 

polarité moyenne (Zhang et al., 2007). 

          D’après les résultats trouver par (Telli et al., 2010), le temps d’extraction, si il combiné au 

bon type de solvant, il influence considérablement sur l’extraction des polyphénols, ce qui nous 

permet de dire que la prolongation du temps d’extraction accroît d’une manière significative le pou-

voir d’extraction. 

          L’augmentation de la température accroit la solubilité et la diffusivité dans la solution et ré-

duit sa viscosité. La chaleur facilite l’extraction aussi, car elle augmente la perméabilité des parois 

cellulaires. Selon (Galvan D'Alessandro, 2013; Larrauri et al., 1997), la température est le para-

mètre le plus influant sur la modification des polyphénols. 

 

 

 

 

Figure N°13 : Surface de réponse de linéaire (concentration) 
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 Effet  d’interaction 

          Les résultats obtenus indiquent que l’interaction ratio-température (X4-X2) est significative 

sur l’extraction des polyphénols avec une probabilité P=0,001  

          Et que les interactions concentration du solvant-temps (X1-X3) est non significatif avec la 

probabilité supérieure à 0,36. 

          En conclusion, l’ensemble des résultats des effets exercés par les facteurs considérés mon-

trent que le volume du solvant est un facteur très significatif, ainsi que la température. Cela peut 

s’expliquer par les effets multiplicateurs du traitement préalable et le potentiel en composés extrac-

tibles élevés. En pénétrant plus profondément dans la matrice solide, le solvant peut entrer au con-

tact avec une quantité plus grande de soluté, favorisant ainsi la libération des composés phéno-

liques. Le grand pouvoir d’imprégnation et de température élevée qui augmente considérablement 

la solubilité et le coefficient de diffusion des composés à extraire, faisant diminuer la résistance liée 

au transfert de matière interne (Bonnaillie et al., 2012; Careri et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure N°14:Surface de réponse de l’interaction (Température-ratio)  

Figure N°15:Surface del’interaction (concentration-temps)  
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 Effet quadratique  

          Les résultats de la présente étude (Tableau N°7), indique que les effets quadratiques 

X1
2
(concentration-concentration) X2

2
 (température–température) et X4

2
(ratio-ration) sont hautement 

significatifs sur la teneur en polyphénols, extraite de la poudre de noyaux d’olives avec des probabi-

lités respectives de <0,001; 0,0073 et 0,004 contrairement aux  autre X3
2 

(temps-temps) qui est non 

signifiant avec une probabilité  de 0,9249. 

          Ces résultats montrent l’importance du solvant (concentration et ratio) ainsi que la tempéra-

ture d’extraction,  

          La présence de sucres attachés aux polyphénols tend à rendre ces derniers plus polaires, donc 

l’utilisation de solvants aqueux favorise leur extraction (Bradshaw et al., 2001; Rice-Evans and 

Packer, 2003), ce qui explique l’influence de ces paramètres sur la teneur de polyphénols extraite, 

car un grand volume et une petite concentration de solvant signifiant un pourcentage élevé en eau, 

qui se traduit par une polarité plus grande, ce qui favorise l’extraction de ces polyphénols attachés 

aux sucres. 

 

II.2.2.4. Modèle mathématique  

          Lorsque les facteurs sont clairement identifiés et la réponse est connue, un plan d’expérience 

avec une liste d’expériences à réaliser est proposé afin de cerner au mieux le phénomène étudié.  

Dans l’absolu, le choix d’un plan d’expérience n’a pas de sens tant qu’il n’est pas subordonné au 

choix préalable d’un modèle mathématique. Les modèles les plus classiques sont les modèles poly-

nomiaux (le plus souvent de degré inférieur ou égal à deux) (Tinsson, 2010). 

          Le modèle mathématique postulé utilisé avec le plan de Box-Behnken pour quatre facteurs est 

un modèle de deuxième degré classique, qui est volontairement simplifié par élimination des  effets 

d’interactions jugés non significatifs dans l’analyse, ce qui permet de manipuler plus facilement 

cette expression réduite tout en gardant une qualité d’ajustement quasiment similaire (Tinsson, 

2010). 

          Le modèle mathématique opté dans la présente étude est représenté par la relation suivante : 

 

 

 

 

 

 

 

Y = 3,28-0.214167X1+0,1383333X2+0,1408333X3+08025X4X2-0,5675 X12-0.25125X22-0,27625 X42 + 0,48 

 
- 
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          Avec ce modèle, le calcule de toutes les réponses dans le domaine d’étude sera possible. Il 

suffit d’attribuer des valeurs aux niveaux X1, X2, X3 et X4 pour obtenir immédiatement la teneur en 

polyphénols totaux. 

 

II.2.2.5. Solution 

          Cette étude montre qu’un modèle polynomial d’ordre deux peut modéliser correctement le 

phénomène étudié. Il apparait que les conditions expérimentales optimales, c’est-à dire celles con-

duisant à une maximisation de l’extraction des polyphénols sont obtenues au sein du domaine expé-

rimental. 

Tableau VIII : Conditions optimales d’extraction des polyphénols à partir de la poudre étudiée. 

Variable Valeur critique 

Température (60,80) 70,628473 

Concentration du Solvant (20,60) 33,443035 

Temps (10,50) 24,026563 

Ratio (1/40,1/80) 1/60 

Valeur prévue de la solution 4,65±0,48 

 

          La présente étude confirme les avantages de cette méthode comparant à la méthode classique 

d’optimisation des conditions d’extraction des antioxydants.  

          Les résultats ont montré que la teneur en polyphénols est beaucoup plus affectée par la con-

centration du solvant, suivie respectivement par le temps et la température d’extraction. Pour avoir 

une teneur en composés phénoliques de l’ordre de 4.65mg EAG/g de poudre. 

 

II.3. Dosage des antioxydants 

II.3.1. Polyphénols totaux 

          La méthode utilisant le réactif deFolin-Ciocalteu est l’une des méthodes désignées pour la 

détermination de la teneur en composés phénoliques dans les aliments ou les plantes médicinales. 

La teneur en polyphénols de la poudre de noyaux d’olives est rapportée en milligramme 

d’équivalents d’acide gallique par 1 gramme d’échantillon (mg EAG/g), en se référant à une courbe 

d’étalonnage réalisée dans les mêmes conditions. Les résultats obtenus sont représentés dans la fi-

gure N°16. 



 

 

Partie pratique                                                                                        Résultats et discussion 

35 

 

 

 

          Le résultat de la présente étude, montre que la teneur en composés phénoliques des extraits 

étudiés est en moyenne de 4,54 mg d’EAG/g MS de poudre. Ce résultat est très proche de celui de 

l’intervalle de prédiction du plan d’expérience Box-Behnken estimé à 4.64± 0,48 mg EAG/g MS. 

L’étude statistique montre une différence significative entre la teneur en polyphénols des trois va-

riétés étudiées, qui sont de 7,003mg EAG/g MS, enregistré pour la variété Achemlalqui est la plus 

riche en polyphénols, suivis par Azeradjavec une teneur de 4,617mg EAG/g et Aymel en derniers 

avec 4,54mg EAG/g de MS. Plusieurs études confirment cette variation, par l’influence de la variété 

du fruit et la saison de récolte sur la teneur en polyphénols (Burda et al., 1990; Crisosto et al., 

2010; Kennedy et al., 2001). 

          Nos résultats sont confirmés par (Elbir et al., 2014)qui a trouvé des teneurs en polyphénols 

de 2,55 et 8,25mg EAG/g de poudre de noyaux de deux variétés différentes d’olives appeler 

« Haouzia et Picholine ». Comparé pour la pulpe d’olive qui détienne une  concentration en PPT 

de 16,43mg EAG/g de matière sèche enregistrée par (Nadour, 2015). 

 

II.3.2. Flavonoïdes  

          La teneur en flavonoïdes de la poudre étudiée, exprimés par mg d’équivalent de Quercétine 

(EQ)/g de l’échantillon en se référant à une courbe d’étalonnage réalisée dans les mêmes condi-

tions, est représentée dans la figure N°17. 
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La barre verticale représente l'écart-type. 
La valeur représente la moyenne de 3 mesures ± ecartype 
Les valeurs avec les différentes lettres (A-B-C) sont significativement différentes (Tukey, p < 0.05) pour les différentes variétés; les 
résultats sont classés en ordre descendant : A>B>C. 

Figure N°16 : Histogramme représentatif des teneurs en polyphénols totaux des différentes variétés. 



 

 

Partie pratique                                                                                        Résultats et discussion 

36 

 

 

 

          D’après le résultat obtenu dans cette étude, la teneur en flavonoïdes de la poudre des trois 

variétés étudiées est en moyenne de 0,386mg d’équivalant de quercétine/g de poudre.  

          Globalement, la variété Achemlalest la plus riche en flavonoïdes avec une teneur de 0,613mg 

EQ/g suivi par Aymelcontenant 0,286 mg EQ/g et en dernier vient la variété Azeradjavec une con-

centration de 0,262mg EQ/g en flavonoïdes. 

          Les résultats de la présente étude sont proches de ce enregistré par (Zaidi et al., 2009) dans le 

grignon d’olive avec des teneurs de 0,24mg EQ/g de produit. Et de ce de (Hannachi et al., 

2013)avec 0,17mg EQ dans 1g de poudre noyaux d’olives. 

          La présence de telles substances est en effet rapportée par de nombreux auteurs, a propos de  

l’olive et du grignon d’olive (Cardoso et al., 2005; Nefzaoui, 1985; Ranalli et al., 2006). 

          L’écart trouvé entre les résultats obtenus et les données des différents auteurs sont tout à fait 

justifiés. En effet les conditions d’extraction ainsi que les origines des échantillons et la saison de 

collecte régissent ces variations (Ranalli et al., 2006). Les différences peuvent aussi être attribuées 

à l’origine géographique ou aux facteurs climatiques. 

 

II.4. Activités antioxydantes et anti-radicalaires 

          L’activité antioxydante de la poudre de noyaux d’olives étudiée est évaluée selon deux prin-

cipes. Le premier, regroupe les tests de la réduction de chlorure ferrique, qui mesure la capacité 

antioxydante ou le pouvoir réducteur. Le deuxième inclut les tests scavenger vis-à-vis des radicaux 

DPPH
* 

et ABTS
*+

, qui mesure le pouvoir antiradicalaire des différentes substances présentes dans 

les extraits.  
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Figure N°17 : Histogramme représentatif des teneurs en flavonoïdes des différentes variétés. 

La barre verticale représente l'écart-type. 
La valeur représente la moyenne de 3 mesures ± ecartype 
Les valeurs avec les différentes lettres (A-B-C) sont significativement différentes (Tukey, p < 0.05) pour les différentes 
variétés; Les  résultats sont classés en ordre descendant : A>B>C. 
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II.4.1. Pouvoir réducteur  

II.4.1.1. Réduction du chlorure ferrique 

          Le potentiel antioxydant de la poudre étudiée est estimé en utilisant la méthode de réduction 

du ferrocyanure de potassium. La présence des composés réducteurs (antioxydants) dans les extraits 

cause la réduction du fer ferrique (Fe
3+

) du ferrocyanure de potassium pour donner du fer ferreux 

(Fe
2+

) (Chung et al., 2002). La couleur jaune de ferrocyanure de potassium vire vers une couleur 

bleu verte, dont l’intensité dépend du pouvoir réducteur de l’extrait (Manian et al., 2008). 

          L’augmentation de l’absorbance indique une augmentation du pouvoir réducteur (Ozsoy et 

al., 2008; Ribeiro et al., 2008).  

          Le résultat de l’évaluation du pouvoir réducteur du mélange étudié est représenté dans la fi-

gure N°18. 

 

    

 

 

           D’après le résultat obtenu dans la présente étude, le pouvoir réducteur des extraits de poudre 

de noyaux d’olives à une concentration de 16,66mg/ml est de l’ordre de 2,09mg EAA/g de MS pour 

Achemlal et 1,62mg EAA/g de MS concernant Azeradj puis Aymelavec 1,44mg EAA/g de MS. 

          La réduction du chlorure ferrique est souvent utilisée comme indicateur d’activité des don-

neurs d’électrons qui est un mécanisme important pour l’action antioxydante des polyphénols 

(Yang et al., 2009). 

          D’après (Nadour, 2015) la pulpe d’olive détient une capacité de réduction du chlorure fer-

rique de 24mg d’équivalent de vitamine E par g de produit.  
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Figure N°18 : Pouvoir réducteur de la poudre étudiée. 

La barre verticale représente l’écart-type. 
La valeur représente la moyenne de 3 mesures ± ecartype 
Les valeurs avec les différentes lettres (A-B-C) sont significativement différentes (Tukey, p < 0.05) pour les 
différentes variétés; les résultats sont classés en ordre descendant : A>B>C. 
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L’étude statistique montre l’existence d’une bonne corrélation entre la réduction de FeCl3 avec les 

teneurs en composés phénoliques et en flavonoïdes avec des coefficients de corrélation de l’ordre de 

r=0,969; r =0,948 respectivement (Annexe N°13). 

 

II.4.2. Pouvoir antiradicalaire 

II.4.2.1. Pouvoir anti- radical DPPH• 

          Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH•) est un radical libre stable, utilisé pour évaluer la 

capacité d’un antioxydant naturel d’épuré un radical libre (free radical-scavenging). Le pourcentage 

d’inhibition du radical DPPH
*
 par le mélange étudié, est représenté dans la figure N°20. 

   

 

 

 

 

          D’après le résultat obtenu, la capacité d’inhibition du radical DPPH• par les extraits de 

poudre des trois variétés de noyaux d’olives étudier, à une concentration de 16,66mg/ml est de 

90,13% pour Achemlal suivie par Azeradjavec 80,34%, puis Aymelen dernier a 77,71%. 

          Les résultats de l’étude statistique (P˂0.05) obtenus indiquent l’existence d’une bonne corré-

lation linéaire entre le pourcentage d’inhibition du radical DPPH•, aussi bien avec la teneur en 

composés phénoliques qu’avec la teneur en flavonoïdes, dont les coefficients de corrélation corres-

pondants sont de l’ordre de 0.984 et 0.967, respectivement (Annexe N°13). 

          Ces résultats sont comparables à ceux obtenus avec l’Acide ascorbique et l’Acide gallique 

avec des concentrations respectivement de l’ordre de 0,009mg/ml ; 0,006mg/ml ±0,001. 
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Figure N°19 : Pouvoir antiradicalairevis -à- vis le radical DPPH
• 
de la poudre étudiée. 

La barre verticale représente l'écart-type. 
La valeur représente la moyenne de 3 mesures ± ecartype 
Les valeurs avec les différentes lettres (A-B-C) sont significativement différentes (Tukey, p < 0.05) pour les différentes 
variétés; Les  résultats sont classés en ordre descendant : A>B>C. 



 

 

Partie pratique                                                                                        Résultats et discussion 

39 

          D’après (Hannachi et al., 2013)le noyau d’olive possède une capacité antiradicalaire de 

12,14 mM TEAC. 

          Plusieurs études ont démontré que le pouvoir antiradicalaire est influencé par la méthode 

d’extraction, le solvant (nature et concentration), la température et le temps d’extraction (Jalili et 

al., 2011; Lim et al., 2011;Stanisavljević et al., 2009). Ces différences de résultats peuvent être 

attribuées non seulement au mode d’extraction utilisé mais aussi à la composition de notre échantil-

lon 

          La neutralisation des radicaux libres inhibe l’oxydation des lipides qui peut être nuisible aux 

composants et aux fonctions cellulaires, ainsi la consommation des antioxydants naturels peut con-

tribuer à la protection contre les maladies dégénératives induites par le stress oxydatif (Lim et al., 

2011). 

 

II.4.2.2. Pouvoir anti- radical cation ABTS
•+

 

          L’ABTS «2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acide) » est utilisé comme un 

radical libre pour évaluer l’activité antioxydante des échantillons. La méthode est basée sur 

l’aptitude des molécules antioxydantes d’étancher la longue durée de vie du radical cation ABTS
•+  

(Kumaraswamy and Satish, 2008). 

          L’obtention du radical cation ABTS
•+

 résulte du contact de l’ABTS avec une enzyme de pe-

roxydation (peroxydase metmyoglobine ou horseradish peroxydase) en présence de H2O2 ou d’un 

oxydant ( oxyde de manganèse ou persulfate de potassium) (Arnao et al., 2001; Benavente-Garcıa 

et al., 2000; Lien et al., 1999; Miller and Rice-Evans, 1997; Miller et al., 1996; Re et al., 1999).  

          Le radical ABTS
•+

, en contact avec un donneur de H
•
 conduit à l’ABTS

+
 et à la décoloration 

de la solution à 734 nm (Lien et al., 1999). Le pourcentage d’inhibition du radical cationique 

ABTS
•+

par le mélange étudié, est représenté dans la figure N°21. 
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          Figure N°20 : Pourcentage d'inhibition du radical ABTS•+ de la poudre étudiée. 
La barre verticale représente l'écart-type. 
La valeur représente la moyenne de 3 mesures ± ecartype 
Les valeurs avec les différentes lettres (A-B-C) sont significativement différentes (Tukey, p < 0.05) pour les différentes 
variétés; Les  résultats sont classés en ordre descendant : A>B>C. 
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          D’après le résultat obtenu, la capacité d’inhibition du radical ABTS
+ 

par les trois extraits des 

poudres étudiées, après six minutes d’incubation est de 61,58% concernant la variété Achemlal, 

suivis par Azeradjavec 43,8% et Aymel vient en dernier possèdent 42,49%, à une concentration de 

16,66 mg/ml. 

          D’après (Hannachi et al., 2013)le noyau d’olive possède une capacité antiradicalaire de 0,64 

mM TEAC. 

          Les résultats de l’étude statistique (P˂0.05) obtenus indiquent l’existence d’une bonne corré-

lation linéaire entre le pourcentage d’inhibition du radical ABTS•+, aussi bien avec la teneur en 

composés phénoliques qu’avec la teneur en flavonoïdes, dont les coefficients de corrélation corres-

pondants sont de l’ordre de 0 ,999 et 0,993, respectivement (Annexe N°13). 

          D’après (Manian et al., 2008), les composés phénoliques de poids moléculaires élevés ont 

plus de capacité pour capter les radicaux libres (ABTS
+
) et que leur efficacité dépend du poids mo-

léculaire, du nombre de noyaux aromatiques et de la nature de substitution des groupements hy-

droxyles. 

II.5. Analyse statistique des résultats 

II.5.1. Résultats de l'analyse en composantes principales (ACP) 

          L’analyse en composantes principales (ACP) est une méthode d’analyse multi-variée permet-

tant l’étude simultanée d’un grand nombre de variables dont l’information totale ne peut pas être 

visualisée à cause d’un espace à plus de trois dimensions. Cette méthode permettrait de préciser les 

relations entre les variables et les phénomènes à l’origine de ces relations (Ayadi et al., 2008). 

          L’analyse statistique des données phyto-chimiques a été effectuée sur une matrice de données 

constituée de cinq variables et trois variétés, soit 5 variables et 3 individus. Le logiciel statistique 

XLSTAT 2016 a été utilisé pour le traitement des données. 

          La figure N°21 montre la projection des trois variétés de noyaux d’olives étudiées (Ache-

mlal, Azeradj et Aymel) dans le plan 1-2. Elle montre une bonne répartition des cultivars tradui-

sant ainsi une diversité existante au sein des variétés étudiées ici. 

L’analyse en composantes principales permet de déterminer deux groupes : 

Groupe A : comprends les deux variétés Aymel et Azeradj. 

Groupe B : comprends la variété Achemlal. 
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Figure N°21 : Distribution des variables dans le plan 1-2 révélée à partir de l'ACP chez les trois 

variétés de noyaux d’olives. 

          Pour mieux apprécier la diversité entre les trois variétés de noyaux d’olives selon la teneur en 

PPT, teneur en flavonoïdes, activité antioxydante « DPPH· et ABTS » et pourvoir réducteur 

« FeCl3 », nous avons procéder à une Classification Ascendante Hiérarchique (CAH) sur la base de 

chacune de ces cinq variables et les résultats sont présentés dans le dendrogramme de la figure 

N°22.      

   

Figure N°22 : Dendrogramme de la classification hiérarchique des variétés de noyaux d’olives étu-

diées. 
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II.6. L’activité antibactérienne 

          Cette étude a pour but d’évaluer l’activité antimicrobienne des extraits de noyaux d’olives 

étudiés vis-à-vis des souches bactériennes (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Esche-

richia coli et Pseudomonas aeroginosa). 

          Si les extraits doivent être soumis aux essais biologiques, la toxicité du solvant peut égale-

ment être critique, car même en traces, le solvant ne devrait pas empêcher le procédé biologique. 

L'attention devrait également être prêtée aux interactions possibles entre le solvant et les corps dis-

sous. 

          Pour cela l’éthanol a été testé comme solvant, les résultats montrent que le solvant est appro-

prié et ne présente pas d’effet considérable sur la croissance normale des souches microbiennes.            

          Les résultats de la présente étude indiquent l’absence de zones d’inhibition aux tours des 

disques d’antibiogrammes. Cela signifie que ces souches bactériennes étudiées ne présentent pas 

une sensibilité vis-à-vis des extraits phénoliques de la poudre de noyaux d’olives (Annexe N°16)  

          L’activité antibactérienne des substances actives d’origine végétale dépend surtout de la na-

ture des bactéries Gram+ ou Gram– et aussi de la méthode d’extraction réalisée (Basli et al., 2012). 

          Selon (Cowan, 1999), qui explique que la toxicité des extraits envers les microorganismes est 

due aux différentes classes de polyphénols essentiellement les flavonoïdes. Cette toxicité est en 

fonction du site et du nombre de groupements hydroxyles présents sur les composés phénoliques. 

En outre, il est évident que l’augmentation de l’hydroxylation conduit à une augmentation de la 

toxicité. L’effet antimicrobien de ces phénols peut être expliqué par l’inhibition de la croissance    

bactérienne suite à leur adsorption sur les membranes cellulaires, l’interaction avec les enzymes et 

les effecteurs ou la privation en substrats et ions métalliques (Dhaouadi and Adhoum, 2010). 
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Conclusion 

          Le modèle expérimental est divisé en deux parties. Des essais préliminaires sont effectués, 

selon le modèle classique d’extraction en variant un paramètre et fixant les autres. Ces essais 

préliminaires sont effectués sur la poudre de noyaux de la variété Aymel. 

          La présente étude a pour but d’optimiser l’extraction des antioxydants par le dosage des 

composés phénoliques des extraits de poudre de noyaux d’Oleaeuropea L.  

          Le plan box-Benken a permis d’identifier les meilleurs paramètres d’extraction : Ethanol 33% 

à un volume de 60ml et à une température 71°C sous agitation, pendant un temps d’extraction de 24 

min. 

          Les taux des composés phénoliques retrouvés, sous les conditions optimales, sont 

respectivement de l’ordre de 4,54; 4,617 et 7,003mg EAG/g pour Aymel, Azeradj et Achemlal de 

MS. Concernant les teneurs en flavonoïdes de l’extrait optimisé, quant à elles sont de l’ordre de 

0,262mg EQ/g pour Aymel, 0,282mg EQ/g pour Azeradj, 0,613mg EQ/g pour Achemlal. 

          Le pouvoir réducteur, estimé par le test de réduction de chlorure ferrique, des extraits 

optimaux est de l’ordre de 1,44; 1,62 et 2,09mg d’Acide ascorbique/g respectivement pour les trois 

variétés Aymel, Azeradj et Achemlal. Le pouvoir anti radicalaire DPPH* et l’ABTS+, des variétés 

de noyaux d’olives étudiées à la concentration de 16,66 mg/ml, ont révélé des pourcentages 

d’inhibitions de l’ordre de 77,7% et 42,49% pour Aymel, 80,34% et 43,8% pour Azeradj 90,13% 

et 61,84% pour Achemlal respectivement. 

          L’activité antibactérienne des trois variétés de noyaux d’olives étudiés a été testée sur quatre 

souches bactériennes (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli et 

Pseudomonas aeroginosa). Les résultats obtenus indiquent que les extraits phénoliques des noyaux 

d’olives n’ont pas d’effet antibactérien. 

          En termes de perspectives et dans le but de compléter ce travail dans l’avenir, il serait 

intéressant de : 

 Utiliser des techniques d’analyse avancées (CCM, HPLC, CPG, …) pour identifier les 

antioxydants de l’extrait. 

 Déterminer l’activité antibactérienne vis-à-vis d’autres souches bactériennes.  

 Étudier les autres activités biologiques (in vivo) de l’extrait optimal; anti-inflammatoire, 

antimutagène, anticancérigène…etc. de l’extrait optimal. 

 Élargir l’échantillonnage pour l’ensemble du territoire national; et analyser l’effet de 

l’origine géographique sur la composition en antioxydant, et sur leur activité biologique. 

 

Conclusion 
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Annexe N°3 : Structure de quelques flavonoïdes (Belkheiri, 2010). 

Annexe N°1 : Structure de base de quelques acides phénoliques (Léger, 2006).  

Annexe N°2 : Structure de base des flavonoïdes (Léger, 2006). 
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Annexe N°4 : Domaine du facteur et les niveaux haut et bas (Goupy, 2006). 

Annexe N°5 : Espace expérimentale (Goupy, 2006). 

Annexe N°6: Domaine d’étude défini par la réunion des domaines des différents facteurs 

(Goupy, 2006). 
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Annexe N°7 : Surface de réponse (Goupy, 2006). 
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Essai N° Facteur 1 Facteur 2 Facteur 3 Facteur 4 

1 -1 0 +1 0 

2 0 +1 +1 0 

3 0 +1 0 +1 

4 -1 -1 0 0 

5 0 0 +1 -1 

6 +1 0 +1 0 

7 +1 0 0 -1 

8 +1 +1 0 0 

9 0 0 -1 +1 

10 +1 -1 0 0 

11 0 -1 0 -1 

12 -1 0 0 -1 

13 0 0 0 0 

14 -1 0 0 +1 

15 0 0 -1 -1 

16 0 0 +1 +1 

17 0 0 0 0 

18 0 +1 -1 0 

19 -1 0 -1 0 

20 -1 +1 0 0 

21 0 -1 -1 0 

22 0 -1 +1 0 

23 +1 0 0 +1 

24 0 +1 0 -1 

25 0 0 0 0 

26 0 -1 0 +1 

27 +1 0 -1 0 

 

 

 

Annexe N°8 : Tableau récapitulatif des expériences du plan box behnken pour 4 facteurs 

(Goupy, 2006). 
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Annexe N°9 : courbe d'étalonnage des polyphénols totaux 

Annexe N°10 : Courbe d'étalonnage des flavonoïdes 
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Annexe N°11 : Courbe d'étalonnage du pouvoir réducteur 
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Annexe N°12 : Courbes d’étalonnages utilisés pour étudier l’activité anti-radicalaire 
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Annexe N°13 : Courbes de corrélation des antioxydants avec les activités antioxydantes 
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Nom du produit Marque Pays de fabricant 

Acide gallique 

monohydrate 

BIOCHEM 

Chemopharma 

Quebec 

Acide quercétine Riedel-de Haën Germany 

Méthanol GPR RECTAPUR France 

Ethanol SIGMA-ALORICH Germany 

Acétone SIGMA-ALORICH Germany 

Folin-Ciocalteu 1/10 BIOCHEM 

Chemopharma 

France 

Carbonate de sodium 

decahydrique à 7,7 % 

 

SIGMA-ALDRICH 

Germany 

Chlorure d’aluminium à 

2% 

BIOCHEM 

Chemopharma 

USA 

ferricyanure de potassium 

(1%) 

BIOCHEM 

Chemopharma 

Quebec 

Acide trichloroacétique 

(10%). 

BIOCHEM 

Chemopharma 

Quebec 

Chlorure de fer BIOCHEM 

Chemopharma 

Quebec 

di-hydrogénophosphate de 

potassium à M/15 

BIOCHEM 

Chemopharma 

Quebec 

di-sodium 

hydrogénophosphate 

BIOCHEM 

Chemopharma 

Quebec 

acide sulfurique 0,6 M BIOCHEM 

Chemopharma 

Quebec 

phosphate de sodium 28 

mM 

BIOCHEM 

Chemopharma 

Quebec 

molybdate d'ammonium 4 

mM 

SIGMA-ALDRICH Germany 

DPPH (2,2-Diphémyl-1-

picrylhydrazyl) 

SIGMA-ALDRICH Germany 

Persulfate de potassium 

2,45 mM 

SIGMA-ALDRICH Germany 

 

Matériel Appareils 

 Béchers 

 Burette graduée 

 Cuve en quartz 

 Eprouvettes graduées 

 Pipettes graduée 

 Tubes à essais 

 Erlenmeyer 

 Entonnoirs 

 Fioles 

 Bain-marie (MEMMERT) 

 Balance de précision 

(SARTORIUS) 

 Micropipettes 

 Plaque magnétique agitatrice 

(VELP SCIENTIFICA) 

 Réfrigérateur (SAMSUNG) 

 Spectrophotomètre (RAYLEIGH) 

 Vortex (VELP SCIENTIFICA) 

 Etuve ventilée (MEMMERT) 

 Tamiseur électrique (RETSCH) 

 

Annexe N°14 : Solvant et réactifs utilisés au cours du travail. 

Annexe N°15 : Matériel et appareil utilisé au cours du travail. 
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Effait des trois extraits sur Listeria Effait des trois extraits sur E. coli 

  
Effait des trois extraits sur Psedomonas Effait des trois extraits sur Stapylococus 

1 :  Achemlal                    2 : Azeradj                  3 : Aymel 
 

   

 

Préparation du milieu de culture 

Muller-Hinton 

Dissoudre 38 g de la gélose Muller-Hinton 

dans un litre d’eau distillée. Faire bouillir 

avec agitation jusqu'à dissolution complète, 

puis auto-claver pendant 15 minutes à 121°C 

et finalement couler le milieu dans les boites 

de Pétri 
 

Préparation de la solution tampons  

Dissoudre 9,08g dedi-hydrogénophosphate 

de potassium (KH2PO4) dans1 litre d’eau, et 

9,74g de di-sodium hydrogénophosphate 

(Na2HPO4) dans 1 litre d’eau. Puis mélanger 

ces deux solutionsprogressivement pour 

ajuster le PH a 6,6. 

Préparation de la solution DPPH Dissoudre 1,182mg de DPPH dans50ml 

d’éthanol  

Préparation de la solution d’ABTS Dissoudre 1,182mg d’ABTS dans50ml De 

méthanol. 

 

 

 

Annexe N°16 : Résultats des tests antibactériens des extraits de poudre de noyaux d’olive 

 

Annexe N°17 : Préparation de quelques solutions 
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Résumé 

La présente étude est portée sur l’optimisation de l’extraction des antioxydants des composés 

phénoliques  des extraits des poudres de noyaux d’Olea europea L.  En utilisant la méthode de 

surface de réponse développée par le plan BBD. Les conditions expérimentales optimales 

permettant une maximisation de l’extraction des polyphénols du noyau d’olive sont : le solvant 

(éthanol) à une concentration de 33% (v/v) pour un temps de 24minute à température de 71°C. 

Une quantification des polyphénols totaux (PPT) et des flavonoïdes ainsi que l’évaluation de 

l’activité antioxydante (pouvoir anti-radicalaire et réducteur) effectués sur les trois variétés de 

noyaux d’olives (Achemlal, Azeradj et Aymel). Dont les résultats obtenus indiquent des teneurs en 

PPT de  7,003; 4,67 et 4,54mg EAG/g de MS et de 0,22; 0,28 et 0,61mg EQ/g de MS pour les 

flavonoïdes, respectivement, avec une différence significative à P ≤ 0,05. Une teneur de 1,44; 0,62 

et 2,09mg EAA/g de MS Pour le pouvoir réducteur. En dernier les pourcentages d’inhibition Sont 

de l’ordre de 77,7%; 80,34% et 90,13% pour le DPPH
.
 et de 42,49%; 43,8% et 61,84% pour 

l’ABTS
. +

 respectivement. 

L’activité antibactérienne des trois variétés de noyaux d’olives étudiées, à été réalisé sur des 

souches bactériennes de références (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia 

coli et Pseudomonas aeroginosa).  

Mots clés : activité antioxydante, extraction, optimisation, noyau d’olive, polyphénols, box 

behnken.   

 

 

Abstract 

The present study focuses on the optimization of extraction of antioxidants by the determination of 

the phenolic compounds of the extracts of the powders of Olea europea stone using the response 

surface method developed by the BBD plan. 

The optimal experimental conditions for maximizing the extraction of polyphenols from the olive 

stone are: the solvent (ethanol) at a concentration of 33% (v / v) for a time of 24 minutes at a 

temperature of 71 ° C.  

 

A quantification of total polyphenols (PPT) and flavonoids as well as the evaluation of the 

antioxidant activity (anti-radical and reducing power) carried out on three varieties of olives 

(Achemlal, Azeradj and Ayemel). The results obtained indicate a PPT content of 7,003; 4,67 and 

4,54 mg EAG / g DM and 0,22; 0,28 and 0,61mg EQ / g DM for flavonoids, with a significant 

difference at P ≤ 0.05 between these varieties. A content of 1,44; 0,62 and 2,09mg EAA / g DM for 

reducing power. At latter, the inhibition percentages were of the order of 77,7%; 80,34% and 

90,13% for the DPPH
.
 and 42,49%; 43,8% and 61,84% for the ABTS

. +
 respectively. 

 

The antibacterial activity of the three varieties of olive stones studied, were carried out on bacterial 

strains of references (Listeria, Staphylococus, E.coli and Pseudomonas).  

 

Key words: antioxidant activity, extraction, optimization, olive stone, polyphenols, box behnken. 


