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I ntroduction

Introduction

Depuis quelques années la popularité croissante du régime méditerranéen est
devenue largement associée a la santé améliorée et le bien étre qui semble étre attribué a la
haute consommation d'huile d'olive qui représente la source des acides gras essentielles
de cerégime.

Parmi les propriétés saines de I'huile d'olive, d’une part sa capacité d’ abstenir les
maladies qui peuvent étres liées aux dégats oxydatifs comme les inflammations , les
insuffisances coronariennes et plusieurs types de cancers ;d’ autre part sa capacité d établir
un excellent équilibre entre les acides gras saturés et non saturés bien que ce soit la seule
huile végétale qui peut étre consommeée dans son état brute (Abdallah et al, 2018).

L'huile dolive est constituée dacides gras de caroténoides, de composées
phénoliques notamment les flavonoides, les polyphénols sont des antioxydants qui confére
a cette huile sa stabilité contre des oxydants .La teneur en composés phénoliques est un
facteur important a considérer dans I’évaluation de la qualité de I’huile d’olive vierge
(oov) (viellet et al ,2010).

Une bonne combinaison pour assurer un apport optimal de poly phénols par le biais
habituel de I’alimentation serait de produire de I'huile d olive vierge enrichie avec des
polyphénols bioactifs bien connus d'ou I’intérét de cette éude .

Pinus halpensis mill connu comme une plante médicinde aux activités
antiseptiques et anti-inflammatoires, antioxydants , antinéoplasiques. Les graines riches en
lipides et en acides gras sont largement utilisées dans la préparation des plats
traditionnelles, un remede naturel contre plusieurs maladies dont un effet sur la fatigue et
I’ antivieillissement.

L es propriétés biologiques de cette espece sont dues a la richesse de ces graines en
polyphénols, elle posséde également, une trés large gamme de nutriments bénéfiques pour
la santé humaine. En effet, elle pourrait contribuer a |’ apport alimentaire global car elle
constitue une trés bonne source de sucres , de protéines et d’ acides gras essentiels ce qui
justifie I'importance non négligeable de composés phénoliques et d’ huiles essentielles qui
sont de tres bons agents thérapeutiques qui pourraient orienter vers I’ utilisation de ces
graines dans les industries pharmaceutiques et cosmétiques (Kadri, 2013).

L’ enrichissement de | huile d’ olive vierge avec des antioxydants naturels contenus
dans les graines de Pinus halpensis mill broyées est I’ objectif de la présente éude, qui vise

pour la premiére fois,a un enrichissement de I'huile d olive vierge avec les composés
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phénoliques de pinus halpensis mill extraits par ultrasons. Cette technique d’ extraction
permet d’améliorer |’ extraction de produits naturels a partir de matériel vegétal.

Ce travail englobe deux aspects: I’optimisation des conditions d’ enrichissements
d huile d' olive vierge par des graines de pins broyées , le second aspect vise a évaluer le
potentiel d’enrichissement d’huile d olive enrichie avec ultrasons et huile d olive enrichie

sans ultrasons obtenue aux conditions optimales.
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|. L espece Pinus halpensis mill
|.1. Origine de pinus

Pinus halpensis Mill (pin d’Alep) est une espece cultivée dans la région
meéditerranéenne, son arbre est le plus répandu en Algérie avec une surface de 900 000
hectares, le fruit est de forme sphérique avec des cones et des aiguilles brunes, ces graines
gris —noir sont logées dans des cornes et elles sont riches en huiles essentielles
aromatiques. Le contenu varie en raison des différentes especes et de facteurs (Kadri et
al., 2015).

|.2. Distribution géographique

Pinus haplensis mill est distribuée dans la région méditerranéenne ou elle couvre
plus de 25000km2 et domine les régions forestieres semi arides et arides. Son aire de
répartition s éend de I’Afriqgue du nord (Maroc , Algérie, Tunisie , Libye ) et Moyen
Orient jusgu’'au sud de la méditerranée ( Croatie , ile de France , Espagne ), €elle peut

pousser sur des sols pauvres et trés calcaires (Djerrad et al., 2015).

Elle comprend I'une des cultures les plus importantes car elle est une espece
pionniére résistante a la secheresse. En Algérie, les 4 espéces de pins les plus abondantes
sont p.halpensis mill, p.pinaster qui sont sauvages, tandis que P. pinea et P. canariensis
sont essentiellement cultivées, elles ont été introduites au début du 20 siécles, sans

connaitre les origines des graines (Kadri et al., 2013).
|.3. Classification de pinus halpensis mill

Le genre Pinus appartient a la famille des Pincacea contenant 250 espéeces, |es deux

principales sont : Pinus halpensis mill et Pinus brutia (San et al., 2015).

La classification de cette espéce est comme suite:
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Tableau | : classification de Pinus halpensismill (San et al., 2015).

Embranchement Phanérogames
Sous embranchement Gymnospermes
Ordre Pinales

Famille Pinacée

Genre Pinus

Section Pinaster

Espece Pinus halpensis mill

|.4. Compositions chimique de pinus halpensis Mill

L’espece Pinus halpensis mill est riche en huiles végétaes , en composées

phénoliques et en acide gras insaturés, minéraux comme le montre letableau |1 .
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Tableau |1 :Compositions chimiques de Pinus hal pensis mill

Pinus halpensis mill

composition Références

Aiguilles

Graines

Les aguilles sont riches en (Kadrietal., 2013)
huile essentiell es aromatiques et
contiennent des mono terpenes

principaux composant volatils.

Les graines sont riches en (Kadrietal.,2015)
huiles végétadles , en acides
gras; I’acides gras majeure est
I"acide linoléique et oléque.

La graine contient des AGI
76%, une quantité appréciable
de minéraux, le phosphore, le
potassium et le magnésium sont
les é éments | es plus dominants.
Riche en protéines, en
composés  phénoliques et
flavonoides ; Pauvre en

composeés volatiles.

|.5 Effet biologique de Pinus halepensis mill

Les graines de pins sont utilistes en médecine traditionnelle et elles ont de

nombreux effets a savoir la prévention des maladies coronariennes, maladies cardiagues
(Cheikh-Rouhou et al., 2006), effets sur la fatigue et |’ antivieillissement , activité anti-

inflammatoire et antinéoplastique, activité antioxydante , et elles sont utilisées aussi dans

les industries alimentaires et cosmétiques ( Kadri et al., 2015) .
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Il. Lesantioxydants
I1.1. Définition

Les antioxydants sont des substances goutées a faible dose a un produit
naturellement oxydable a I'air et qui inhibe I’oxydation d'un substrat, alors qu'ils se
présentent en concentrations tres faibles dans le milieu ou ils intercedent (Sies, 1993). lls
agissent en formant des produits finis non radicaux, d’ autres agissent en interrompant la
réaction en chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical d’ acide gras
avant que celui-ci ne puisse réagir avec un nouvel acide gras, tandis que d autres
antioxydants absorbent I’ énergie excédentaire de I’ oxygene pour la transformer en chaleur.
En méme temps, les antioxydants arrétent la réaction la plupart du temps parce que la
structure des antioxydants est relativement stable (Huang et al., 2004).

1.2 Classification
Les antioxydants peuvent étre classés selon leurs modes d'actions, leurs

localisations cellulaires et leurs origines.

Tableau I11 : classification des antioxydants
Antioxidant Réferences
Antioxydant -buthylhydroxyanisole (BHA). (Wang et al.,2003)

synthétique -butylhydroxytoluene(BHT)
-le gallate propylée (PG)
-tétrabutylhydroquinone

(TBHQ)
-tocophérol : a, B, b et y. (Silva et al., 2006)
Antioxydant -caroténoide : la lutéine, (Sebei et al., 2007)

d’origine végétale caroténes, xanthophylles

-polyphénal

Enzymes primaires
Antioxydants SOD, Catalase, Glutathion (Ratnam et al., 2006)

enzymatiques Peroxydase
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Enzymes secondair es
Glutathion réductase,
déshydrogénase glucose-6-
phosphate

I .3 Mécanismesd’actions des antioxydants

L’ oxydation est I"un des processus les plus producteurs des radicaux libres dans les
aliments et les tissus vivants. Ces radicaux causent des dégradations majeures dans les
macromol écules et I’ acide nucléique (Bubonja-Sonje et al. 2011) .

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs éectrons non
appariés, ce qui le rend extrémement réactif ,I’ensemble des radicaux libres et de leurs
précurseurs est souvent appel € especes réactives de I’ oxygene (Favier, 2003) .

Ces antioxydants exécutent leurs activités par de nombreux mécanismes, d’ une
maniére générale un antioxydant peut empécher |'oxydation d'un autre substrat en
s oxydant lui-méme plus vite que celui-ci. Un tel effet résulte d’ une structure de donneurs
d atome d’ hydrogéne ou d’ é ectrons souvent aromatiques cas de dérivés du phénol (Ber set
et Cuvelier ,1996). De plus, leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait
de la délocdisation par résonance et par manque de positions appropriées pour étre
attaquer par |I’oxygene moléculaire prévenant ainsi I'initiation de la formation des
radicaux libres, diminuant la concentration d'oxygene contenu dans |'huiles et

décomposant les peroxydes (Dais et Boskou ,2009).
[11. Huiled olive

[11.1. Définition

L’ huile d’'olive vierge est I’une des huiles végétales les plus appréciées dans le
monde, ¢’ est une huile végétale du fruit de I’ olivier olea europaea obtenue seulement par
des méthodes mécaniques ou d'autres procédés physiques dans des conditions thermiques
notamment qui n'entrainent pas d'atération de I'huile et n‘ayant subi aucun traitement autre

que le lavage, la décantation, la centrifugation et lafiltration (Pefialvo et al. 2016).
[11.2. Production en Algérie

En Algérie, I'olivier compte environ 32 millions d arbres distribués sur une
superficie d’ environ 328.884 hectares soit 34,09% du verger arboricole national. L’ olivier,
de part ses fonctions multiples de lutte contre I’ érosion, de valorisation des terres agricoles

et de fixation des populations dans les zones de montagne, s éend sur tout le territoire

7
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national, il se concentre notamment dans trois principales régions : la région du Centre
(54%), la région de I'Est (29%) et la région de I’Ouest (17%). Pour la région centre,
I"essentiel du verger oléicole de cette zone (95%) est occupé par les wilayas de Bejaia,
Tizi-Ouzou et Bouira. Les wilayas de Guelma, Sétif, Jijel et Skikda détiennent (68%) du
verger oléicole delarégion Est ; et enfin, la région Ouest (71%) du verger est occupée par
les wilayas de Mascara, Sidi Bel abbés, Relizane et Tlemcen (Sekour ,2012).

111.3. Composition chimique del’huiled’olive

L’ huile d olive vierge a une saveur dédlicate et unique qui la distingue des autres
huiles végétales comestibles, sa composition chimique est tres complexe mais ces
composants peuvent étre divises en deux fractions : la fraction saponifiable comprends 98-
99% du poids total de I'huile et il est principalement formée par des triacylglycérides. la
mineure fraction de composants environ 2 % du poids total comprend plus de 230
composes, principalement des pigments, des alcools aiphatiques et triterpéniques, des
stérols, hydrocarbures , composés volatils et phénoliques (Bajoub et al., 2017).

[11.3.1. Fraction saponifiable
e Lestriglycérides. ce sont des esters d acides gras et du glycérol, les glycérides
constituent le principal composant de I’ huile d olive, le triglycérides majoritaire de

I"huile d’olive est latrioléine OOO (tableau 1V ) (Rouaset al., 2016).

Tableau 1V: Composition principal des triglycérides de I'huile d'olive (Azadmard-Damir chi
2007)

Nature Glycérides %
000 40-59

POO 12-20

OOoL 12,5-20

POL 55-7

SO0 3-7

O : acideoléiques/ P : acide pamitique/ L : acide linoléique/ S : acide stéarique

e Les acides gras: La variabilité en acides gras dans I’huile d olive est relativement

importante, mais en moyenne, elle se compose de 72% d’ acides gras mono- insaturés



Partie bibliographique

(AGMI), 14% d acides gras polyinsaturés (AGPI) et 14% d' acides gras saturés (AGS)
(Aparicio et Harwood, 2013).

Les principaux acides gras de | huile d’ olive sont représentés, dans le tableau V.

Tableau V: Composition en acide gras par chromatographie en phase gazeuse (Aparicio et
Harwood, 2013)

ACIDES GRAS Symboles Nombres en % (codex
alimentair es)

Acides myristique Ci14:0 <0,03

Acide palmitique C16:0 7,5-20

Acide heptadécanoique C17:0 <0.3

acide palmitoléque C16:1n-7 0,3-35

Acide heptadécénoique Ci7:1 <0,3

Acide stéarique C18:0 0,55

Acideoléique C18:1n-9 55-8 3

Acidelinoléique C18:2n-6 2,5-21

Acide a-linolénique C18:3n-3 <1

Acide arachidonique C20:0 <0,6

Acide gadoléique C20:1n-9 <0 ,4

Acide béhénique C22:0 <0,2

acidelignocérique C24:0 <0,2

111.3.2. Fraction insaponifiable

e Composés phénoliques

L'huile d'olive vierge est riche en composés phénoliques appartenant a diverses
familles (phénols et hydroxyphénols, acides et alcools phénols, sécoiridoides, lignanes,
flavonoides,...), les polyphénols affectent fortement les propriétés sensorielles de I'huile
d olive vierge comme le golt amer et piquant typique et contribuent ala stabilité de I’ huile
d olive vierge lutte contre |’ auto oxydation. La quantité de polyphénols dans |’ huile d’ olive
vierge varie en fonction de plusieurs facteurs tels que la zone géographique , les conditions

agro climatiques, le degré de maturité des fruits (Talhaoui et al.,2016).
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Figure 1 : formules chimiques des principaux composés phénoliques présents dans
I"huile d’olive (Ollivier et al. 2004).

e Tocophérols

Les tocophérols sont des composes importants de I'huile d'olive en raison de leur
double action bénéfique. En effet, ils ont tout d’abord I’ atout d’'étre une vitamine E et ils
ont également une forte activité antioxygene en raison de leur contribution a la stabilité
oxydative et ala qualité nutritionnelle. La molécule de tocol constitue la structure de base
des tocophérols, elle est constituée d’un noyau hydroxychromane sur lequel est fixé une
chaine phytyle entiérement saturée (Haddam et al., 2014).

Figur e 2:structure des tocophérols (Chanforan, 2010).

10
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e Lesstérols

Les stérols se trouvent dans I’huile d olive sous forme libre ou estérifiée avec les
acides gras et représentent les constituants majeurs de la fraction insaponifiable (L eroy,
2001). La quantité totale de stérols dans I'huile d'olive vierge extra varie de 113 a
265mg/100g dont le principal stérol, est le R-sitostérol, qui représente jusqu'a 75-90 % du
total, le delta-5 avénastérol (3 a 14%), le campéstérol (2a 4%), le stigmastérol (1 a 2%) et
le cholestérol (<0, 3) ) (Velasco et Dobar ganes, 2002).

| o

HO
Stigmastérol B-Sitostérol
HO HO
Campéstérol Choléstérol

Figure 3 : Structures des principaux stérols de I’ huile d’ olive (Kamal-Eldin ,2005).

e Leshydrocarbures

Ce sont quantitativement les principaux composants de la fraction insaponifiable
présents dans les huiles végétales ; ils sont a chaines linéaires ou cycliques, saturées ou
insaturées. Ils représentent 30 a 50 % de cette fraction. Le composant majeur est le
squaléne un terpéne insaturé (isoprénoide) (C30H50) et il est un précurseur métabolique
du cholestérol et d’ autres stérols (Sanchez-Fidalgo et al. 2010).

e Lespigments

Les principaux pigments présents dans les huiles sont les chlorophylles et leurs
produits de dégradation et les caroténoides(Salvador et al. 1998).

La couleur de I'huile d'olive est le résultat des pigments (chlorophylles 80% et
caroténoides 20%), les pigments ont un caractére antioxydant dans I'obscurité et pro-
oxydant dans la lumiére ils semblent jouer un réle important dans la stabilité oxydative de

I” huile au cours de son stockage (Ouedlati et al. 2009).

11
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I11.4. Lesbienfaitsde |’ huiled’ olive pour la santé

Les bienfaits des différents composants de I'huile d olive pour la santé sont
représentés dans le tableau VI ci-aprés
Tableau VI : Effets thérapeutiques de |’ huile d olive..

Action del’huiled’olive sur certaines maladies

Composés Effets auteurs
acidesgras -diminuent le risque des maladies (OUEDRHIRI et al.
cardiovasculaires. 2016)

- les acides gras poly-insaturés semblent (Ghedira,2008)
plus impligués dans la protection vis-a-vis

de certains cancers.

- améliorent la mémoire et donc réduisent

le risque de maladie d’ Alzheimer .

- ralentissent la pénétration des acides gras

dans les parois des cellules artérielles.

- protégent I’ huile de I’ oxydation
-réduisent le nombre de tumeurs et leur
croissance.
-préviennent le stress oxydant,
-ont une activité anti-inflammatoire

Composés phénoliques -modifient lasignalisation cellulaire
-protégent des isoflavones observés dans (Gigon et Le Jeune
les modéles de cancers mammaires et ,2010)
prostatiques
-inhibent |’ absorption du glucose au niveau
intestinal
- diminuent le risque de diabéte de type 1
-ont un effet antioxydant
- réduisent [I'inflammation associée a
certains processus pathologiques comme
I’ athérosclérose

-Limitent le processus d oxydation (Velllet et al. 2010)
Tocophérols radicalaire,

-inhibent leur oxydation.
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[11.5 L’enrichissement del’huiled’olive

L’ enrichissement de I’ huile d' olive est réalisé de trois maniéres différentes :

L’ extraction par solvant extraction liquide-liquide dans laquelle | huile est mise en
contact avec un extrait alcoolique de phénol qui sont transférés ala phase huileuse
en fonction de leur facteur de répartition, en diminant la phase alcoolique par

centrifugation (Japén-L ujan et Luque de Castro ., 2008).

L’autre méthode est I’ extraction solide-liquide dans laguelle I’ extrait phénolique
purifié est séché dans des conditions appropriees et la péate obtenue est
partiellement dissoute dans I’huile en fonction de la solubilité des différents

composants de la péte dans la phase huileuse.

La troisiéme méthode est la combinaison de ces deux procédures dans lesquelles
I’ extrait alcoolique et I huile sont mis en contact ; et le systeme a deux phases est
soumis al’élimination de I’ alcool dans un évaporateur rotatifs (Japon-Lujan et al.,
2008) .
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. Matériels et méthodes
|.1. Matériel végétal

Les graines de pins de Pinus halpensis Mill ont été récoltées durant le mois de mars
2018, elles ont été obtenues du parc National de Djurdjura. elles ont été nettoyées pour
enlever la poussiere et débris, séchées dans une éuve a 40°C pendant deux jours jusgu'a
obtenir une masse constante et finement broyées a I'aide d'un broyeur éectrique
(Moulinex) pour obtenir une poudre .Puis enfin conservées dans des contenants pour un

usage ultérieurs.

Figure 4 : Photographie des graines de pins.
Agraines de pins, B graines de pins broyées
|.2. Huile végétale

L huile d'olive vierge utilisée dans ce travail provient de la région de Seddouk
obtenue par des moyens d’ extraction exclusivement mécanique a partir du fruit de |’ olivier

(oleaeuropaea) .

|.3. Enrichissement del’huiled’ olive

L’ objectif de cette étude est I’ optimisation de I’ enrichissement de I’ huile d’ olive vierge

avec des polyphénols des graines de pins par deux méthodes :

- Macération assistée par ultrasons: L’ enrichissement de I’ huile d’ olive vierge avec
les graines de pins broyées a été réalisee comme suit: 1,59 de graines de pins
(séchées et broyées) ont éé introduites dans 10g d huile d'olive vierge comme
solvant, dans un bain a ultrasons durant 45min, température 22°C.
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- Macération conventionnelle utilisée pour la comparaison avec les mémes
conditions( 45min et température 22°C) sans ultrasons, sous agitation.
- Tousles essais d extraction ont été répétés trois fois sauf pour le plan d’ expérience.
|.4. Instrumentation
Un bain ultrasonique (Ctra. NII:585 Abrera (Barcelone) Espagne, Ultrasons H-D,
fréquences:20 A 60 KHZ, Pouvoir(Puissance) : 80 & 600 W) a été utilisé pour le processus
d'enrichissement.

Figure5: Bain aultrasons.

|.5. Etude préliminaire

Une étude a éte effectuée pour déterminer le rapport optimal solide —iquide (huile
d olive — graines de pins broyées), I'effet de la charge des graines de pins a été réalisé
comme suit :

Tableau V11 : optimisation du ratio d’ extraction

Ratio g /ml 15 3
Température 22°C
Temps 45mn

|.6.Extraction des composés phénoliques des huiles
Principe

C’ est une extraction liquide-liquide qui consiste a dissoudre I’ huile dans un solvant
organique et a le mélanger avec un solvant polaire pour la récupération des composés
phénoliques (Tsimidou et al., 1992).
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Protocole
L’ extraction liquide-liquide des composés phénoligues des huiles végétal es étudiées
(brutes et enrichies) a été effectuée selon le protocole figure 6 de (Tsimidou et al., 1992).

Figure 6: Procédés d’ extraction des composés phénoliques des huiles végétales
(Tsimidou, et al., 1992)

|.7.  Analyse phytochimiques

| .7.1. Déermination delateneur en composes phénolique

Principe

L’ estimation quantitative des polyphénols, a été réalisée a |’aide du réactif Folin-
Ciocateu, méange dacide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide
phosphomolybdique (H3PM0O12040) réduit lors de I’ oxydation des phénols en mélange
d oxydes bleus de tungsténe (W8023) et de molybdene (M08023). La coloration bleue
produite possede une absorption maximale aux environs de 765 nm. Elle est
proportionnelle aux taux de composés phénoliques.

La teneur en polyphenols totaux de I’ extrait des huiles d’ olive (brutes et enrichies)
a été déterminée par |la méthode décrite par (Negiet al. 2003).
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la mesure spectrophotométrique a été répétée trois fois pour chaque extrait selon le
mode opératoire précise dans lafigure 7 . Les données moyennes ont été interpol ées dans
une courbe d éaonnage d' acide gallique et exprimées en mg d équivaents d acide

galique par kg d’ échantillon de poids sec (Annexe N°1).

Figure 7: Etapes du dosages des poly phénols totaux (Negi et al., 2003).

|.7.2. Test DPPH
Principe

Le composé chimique, 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (a, a-diphényl-p-
picrylhydrazylpossede un éectron non apparié sur un atome de pont dazote , les
molécules du radical ne forment pas de diméres de sorte qu'il reste dans sa forme de

monomere rel ativement stable a température ambiante .

C’est cette délocalisation qui provoque la couleur violet foncé caractéristique de la
solution DPPH , Pour les composés phénoliques , le principal mécanisme d action est le
piégeage des radicaux libres par transfert de I’atome H sur le DPPH puis transformé en une
molécule stable de DPPH .Quand la solution de DPP qui H a éé mélangée a celle d’une
substance qui peut donner un atome d’ hydrogene ou un électron. ceci provoque la forme
réduite 1,1-diphényle-2 (2,4,6- trinitrophenyl) hydrogene DPPH2 avec la perte de la
couleur violette et I’apparition d’ une couleur jaune due a la présence du groupement
picryle(Goupy et al. 2003) .
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Figure 8: Reaction de la structure polyphenolique avec le radical DPPH (Dudonné
et al., 2009)

Les résultats sont exprimés en activité anti-radicalaire ou en pourcentage d’inhibition des

radicaux libres en utilisant laformule suivante :

Activité anti radicalaire= (Ao-A /Ao ) *100

Oou:
AO: Absorbance de la solution du DPPH
A : Absorbance de la solution du DPPHapreés réaction avec I’ extrait

Protocole

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits méthanoliques des huiles
étudiées est effectuée par la méthode décrite par Goupy et al ( 2003) .

lafigure 9 nous montre e protocole de dosages du test DPPH .

Figure 9 : Protocole de la détermination de I’ activité antioxydante
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|.7.3. pouvoir réducteur
Principe

La couleur jaune de la solution d'essai devient verte en fonction du pouvoir
réducteur de I’ extrait. la présence de réducteurs dans la solution entraine la réduction du
complexe Fe3+ / ferricyanure alaforme ferreuse .Par conséquent, Fe2+ peut étre surveillé

par lamesure de I’ absorbance a 700 nm (Zhou et Yu, 2004).
Protocole

Lafigure 10 nous montre |e protocole de dosages du pouvoir réducteur.

Figure 10 :protocole de dosages du pouvoir réducteur (Zhou et Y u 2004).

L’évaluation du pourcentage de réduction du chlorure ferrique par rapport aux
concentrations de standard (vitamine C) est réalisée dans les mémes conditions (Annexe
N°3).
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|.7.4 Dosage desflavonoides
Principe

Les flavonoides forment des complexes avec I’ aluminium sous forme d'ions Al+3
aprés décomposition de chlorure d aluminium. Les complexes formés sont responsables de
I” absorption de lalumiére dans le visible (Ribér eau-Gayon 1968).

Lateneur en flavonoides dans les extraits a été déterminée selon la méthode decrite
par (Djeridane, Yousfi et al. 2006).En utilisant une méthode sur la base de la formation
d'un complexe flavonoide-aluminium, ayant une absorbance a430 nm.

Protocole

Lafigure 11 nous montre |le protocole de dosages des flavonoides .

Figure 11 :protocole de dosages des flavonoides (Djeridane, Yousfi et al. 2006)
Lateneur en flavonoides a été exprimée en mg d'équivalent de quercétine (EQ)/g
d échantillon, et elle est déterminée par une courbe d’ étalonnage réalisée dans les mémes
conditions avec de la quercétine (Annexe N°2).

|.8. Optimisation des paramétres d’extraction par la méhode box-
behnken Design (BBD)

Dans un contexte de valorisation des produits végétaux , une méthodologie
expérimentale d extraction de substances bioactives du matériel végétal mentionné ci-
dessus a été mise en place, cette étude a été consacrée a évaluer divers facteurs

influencant le processus d’ extraction et a déterminer les niveaux bas et haut de chague
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facteur retenu par le plan expé&imental IMP 14 ; ensuite a choisir le plan expérimental
approprié , la méthodologie expérimentale choisi qui devrait faciliter |'interprétation des
résultats. 1l doit également minimiser les tentatives sans altérer la qualité. la méthodologie
de surface de réponse (RMS) a été employée pour découvrir les conditions optimales pour
I’extraction des composés phénoliques , dans cette étude BBD (trois facteurs a trois
niveaux) ont étés appliqués, dans le total 15expériences ont été effectuées (Jeganatha et
al, 2014).

1.8.1. plan d’expérience

Box-behnken Design (BBD) est un modele multivarié de second degré , possede

une propriété de sequentialitédont les principal es caractéristiques sont :

- Neécessité d'un numéro d’ expérience N=2k (K-1)+Cp ....(1) ou K est le nombre
de facteurs et Cp est |le nombre de points centraux .

- Ajustement fr tous les niveaux de facteurs qui doivent étre a seulement
3niveaux (-1,0,+1) avec desintervalesréguliers(Maran et al. 2013).

1.8.2. Etude préiminaire

Au cours de cette étude, un plan de box-behnken a été appliqué et RSM sur les
effets des trois variables indépendantes (température X1 de 15-45°C, temps X2 15-60 mn
et ratio X3 5-20 g/ml ) qui nous a permis de déterminer |la gamme appropriée de
condition pour |’ extraction des composés phénoliques et DPPH . Cette dernieres permettra
de modéliser les réponses étudiées sous la forme d’ une équation polynomiale du second

degré ci-dessous (Bezerra et al., 2008).

Y =a0+alX 1+a2X 2+a3X 3+ad X 4+al2X 1X2+a23X 2X 3+a34X 3X4+al3X 1X3+aldX 1X4+a
24X2X 4+al X 12+a2X 22+a3X 32+ad X 42+E

Avec: a0, al, a2, a3, a4, al2, a23, a34, al3, al4d et a24 : sont les coefficients de régression,
X1, X2, X3 : sont les facteurs étudiés ;
y : laréponse mesurée;

E :I'erreur.
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Tableau VI1I1: Plan box-behnken

Nombre d’ essai X1Température X2Temps X3Ratio %
1 15 37,5 20
2 15 37,5 5
3 30 15 5
4 45 60 12,5
5 30 60 5
6 45 15 12,5
7 15 15 12,5
8 45 37,5 5
9 30 37,5 12,5
10 30 60 20
11 45 37,5 20
12 30 37,5 12,5
13 15 60 12,5
14 30 37,5 12,5
15 30 15 20

1.8.3. Conditionsoptimales et validation du modéle

Lesrésultats de TCP et d’ activités antioxydants obtenues sont traitées par le logiciel

JMP pour avoir la condition optimale, une fois ce derniers sélectionnée, on a effectué des

dosages de TCP, DPPH ,flavonoides , pouvoir réducteur

ultrasons et enrichie sans ultrasons .

pour | huile enrichie avec
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II. Comparaison entrel’huiled’olivevierge et I’ huile d’ olive enrichie
I1.1. Dosage des polyphénols totaux

La méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu est I’ 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 I'huile d'olive brute et |’ huile d’olive
enrichie avec les graines de pins broyées est rapportée en milligramme d’ équivalents
d' acide gallique par 1 kg déchantillon (mg EAG/Kg), En se référant a une courbe
d étalonnage réalisée dans les mémes conditions (annexe 1). Les résultats obtenus sont
représentés dans la figure N°12.
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1400 - -
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O T 1
huile enrichie huile brute

Figure 12 : Comparaison entre lateneur en composés phénoliques de | huile brute et

I"huile enrichie.

La barre verticale représente |'écart-type.
La valeur représente la moyenne de 3 mesures + ecartype
Les valeurs avec les différentes | ettres (a-b) sont significativement différentes (Tukey, p < 0.05) pour les différentes variétés;
les résultats sont classés en ordre descendant : a>b

L’andlyse statistigue a montré que la teneur en polyphénols de I'huile d olive
enrichie qui est de 1406mgEAG/K g est supérieure a celle de |” huile d’ olive brute avec une
valeur de 883,47 mg EAG/kg .En effet, I'utilisation de I’ ultrason pour |’extraction des

composés bioactifs a augmenté le rendement de I’ extraction.

23



Partie pratique

[1.1.2. Activité antioxydante
Dans la présente éude |’ activité antioxydante des extraits phénoliques des huiles
étudiées a été déterminée en utilisant I’ activité anti radicalaire du radical DPPH.

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre largement utilisé pour
évaluer I'activité antioxydante. La méthode est basée sur la capacité des antioxydants a
agir en tant que piégeurs de radicaux en réduisant le DPPH par un transfert d’ hydrogene.

Les résultats obtenus (Figurel3), ont montré que les extraits des huiles testées ont

exhibé d’ importantes capacités inhibitrices du DPPH.

70 ~
60 -
50_ b

Pourcentage d'inhibtion
DPPH

huile brute huile enrichie

Figure 13 : comparaison entre le pourcentage d'inhibition de I” huile brute et I huile
enrichie
La barre verticale représente |'écart-type.
La valeur représente la moyenne de 3 mesures + ecartype

Les valeurs avec les différentes lettres (a-b) sont significativement différentes (Tukey, p < 0.05) pour les différentes variétés;

les résultats sont classés en ordre descendant : a>b

L’ étude statistique des résultats (Figure 13) indigue une différence significative
entre I’ huile enrichie et I” huile brute (P>0.05).

L’ effet d’inhibition du radical DPPH le plus important a éé obtenu avec I’ huile
d olive enrichie (57,17+0,18%) par rapport al’ huile d’ olive brute (41,05 +0,54%) .

Les résultats obtenus avec ce test révelent que les deux huiles ont des propriétés
anti radicalaires et montrent également que le pourcentage d'inhibition du radical libre est
meilleur dans le cas del’ huile enrichie.

Ces résultats pourraient étre liés a la richesse de I’ extrait par lequel on a enrichi
I” huile en polyphénols,car selon Turkmen et al. (2007),les polyphénols semblent étre des
donateurs efficaces d hydrogene au radical DPPH en raison de leur structure chimique.
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Ceci suppose que, les antioxydants de | huile et ceux des graines de pins broyées peuvent

influencer en coalition vis-a-vis des radicaux DPPH.

I11. Etude préliminaire
[11.1. Choix Du Ratio

Pour extraire le maximum de polyphénols au niveau des graines étudiées, on a
procédé par une séparation de ces graines en deux ratio différents: 15 % et 30%, car ce
parametre influence considérablement sur la teneur de polyphénols totaux extraite et
I’ activité antioxydante. 1l est généralement admis que, sous une forme broyée, la matiere
végétale présentera une plus grande surface de contact avec le solvant (Bonnaillie et al.,
2012).

(A)
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Figure 14 : (A) : Influence de la granulométrie sur le pourcentage d’inhibition du DPPH ;
(B) : Influence de la granulométrie sur la teneur en polyphénols.

La barre verticale représente |'écart-type.
La valeur représente la moyenne de 3 mesures + ecartype
Les valeurs avec les différentes | ettres (a-b) sont significativement différentes (Tukey, p < 0.05) pour les différentes variétés;
les résultats sont classés en ordre descendant : a>b

Les résultats de I’ étude statistique ont révélé une différence significative entre les
teneurs en polyphénols en utilisant les Ratios citées précédemment. La plus grande teneur a
été enregistrée avec le ratio 15%, elle est la meilleure pour |’extraction maximale des
polyphénals. Il semble qu'avec les fines particules les composés chimiques sont plus
facilement transférés de la matiére végétal e vers le solvant d extraction. Cela s expliquerait
par le fait que, le solvant se diffuse plus facilement a |’ intérieur des petites particules pour
extraire les molécules de polyphénols gréace a la création d’une surface de contact plus
grande avec la diminution de la taille des particules et aussi a |’ ouverture de plus grands

nombres de pores. Une étude similaire a été rapportée par(K ossah et al., 2010).
[11.2. Plan d’expériences box-behnken

Beaucoup de parametres peuvent agir sur I'efficacité de [I'extraction des
polyphénols ainsi que sur I’ effet scavenger du DPPH, tels que : la méthode d’ extraction, la
nature et la concentration du solvant, la température d’ extraction et le temps d’ extraction.

Un plan box — behnken a été réalisé pour déterminer la meilleure combinaison de
variables d’ extraction pour les rendements des polyphénols et | activité antioxydante.
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Trois facteurs (X1, X2, X3 )a trois niveaux (-1, O et +1) ont éé appliqués pour

optimiser I’extraction (Zhong et Wang,2010).A partir, de I’enrichissement de | huile

d olive par les graines de Pinus halpensis mill. Les facteurs choisis dans la présente éude

sont :

- Température d’ extraction (15,30,45) ;
- Temps d’ extraction (15, 37.5, 60 min).

- Ratio poudre/solvant (5, 12.5,20).

Les résultats de cette anal yse sont présentés dans le tableau | X.

Tableau | X : Optimisation des conditions d extraction par e plan d’ expérience Box-Behnken.

Ess- Vaeurs | Vaeur
ai X1 X2 X3 | rédles | prédites | Vaeur | Vaeur
configuration | Température | Temps | ratio | TPC deTPC rédles | prédites
MgEAG | mgEAG/ | DPPH% | DPPH%
IKG KG
1 000 30 375 | 125 | 202382 | 2050,98 | 70,57 71,06
2 000 30 375 | 125 | 2163,54 | 2050,98 71,06 71,06
3 000 30 375 | 125 | 1965,6 | 2050,98 71,55 71,06
4 -+0 15 60 125 | 1311,25 | 1306,32 45,13 46,30
5 ++0 45 60 12,5 | 1800,27 | 1805,03 53,48 54,25
6 0+- 30 60 5 | 146494 | 1473,015 | 68,42 66,92
7 0-+ 30 15 20 | 1697,81 | 1689,73 | 66,78 68,27
8 O++ 30 60 20 | 1560,36 | 1552,43 65,5 65,04
9 -0- 15 37,5 5 1680,92 | 1677,76 45,85 46,16
10 0-- 30 15 5 1660,73 | 1668,65 65,92 66,37
11 -0+ 15 37,5 20 | 1500,59 | 151343 48,35 47,63
12 +-0 45 15 12,5 | 1703,63 | 1708,55 55,63 54,45
13 +0+ 45 375 20 | 1960,62 | 1963,77 | 53,28 52,96
14 | -0 15 15 12,5 | 174052 | 1735,75 | 49,56 48,78
15 | +0- 45 37,5 5 1711,78 | 1698,93 | 53,71 54,43

Les résultats de la présente éude ont montré que, les teneurs en composés phénoliques
varient entre 1311,25 et 2023,82 mg EAG/kg de MS, |’ activité antioxydant par contre,

varie entre 45,85% a 71,06%. Ceci confirme I'influence des paramétres étudiés

(température, temps et ratio) sur les taux des polyphénols extraits ainsi que sur les

pourcentages d’ inhibition du radical DPPH.
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[11.2.1.Validation du modéle

Dans les plans d’ expériences, le modele mathématique assemble la réponse aux
facteurs qui I’influencent et afin d’ avoir une bonne réponse, plusieurs conditions doivent
étre vérifiées.

[1.2.2. Coefficient de corrélation

L’ efficacité d’ gjustement globale est exprimée par le coefficient de corrélation R?
(Chan et al. 2009). Dans notre étude, la valeur de R? pour les polyphénols et DPPH est de
0,97 et 0,99 respectivement, ce qui signifie, qu uniqguement 0.03 et 0.01 des résultats
obtenus ne sont pas valables.

De plus, la valeur du coefficient de détermination gjustée est devée (R%gjusté =
0,91),( R%gjusté = 0,97) ce qui confirme la haute signification du modéle.

L’ analyse de la variance de larégression du modéle montre que celui-ci est tres
significatif (P < 0.005) et que le manque d’ajustement n’est pas significatif (P > 0.05) par

rapport al’ erreur pure, ce qui confirme que le modéle est satisfaisant (Fel et al. 2010).

Figure 15: Plan de prédiction réelle de |’ huile d’ olive enrichie
111.2.3. Effet desfacteurs

I’analyse de la variance de la régression des facteurs (coefficients) consiste a
analyser |I'impact des variables (X1X2X3) a p<0.05 afin d’ évaluer le degré d'influence des
facteurs (température, temps , ration) sur |’ extraction des substances bioactives (Uma et
al.,2010).

Les P-value sont utilisés comme un moyen pour vé&rifier la signification de chaque
coefficient, ce qui indique aussi I'intensité d’interaction de chague parametre. Les plus
petits P-value présentent la plus grande signification du facteur correspondant (Liu et al.,
2010). Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau X et XI.
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Tableau X : Estimation des coefficients de régresson pour le rendement des composés

phénoliques d’ huile enrichie.

Terme estimation Erreur Rapport t Prob >|t|
standard

Constante 2050,98 37,76 54,30 <0,0001*
X1température(15,45) 117,87 23,12 5,10 0,0038*
X2temps (15,60) -83,23 23,12 -3,60 0,0156*
X3ratio (5,20) 25,12 23,12 1,09 0,3269*
X1temperature* X2temps 131,47 32,70 4,02 0,0101*
X1température* X3ratio 107,29 32,70 3,28 0,0219*
X2temps* X3ratio 14,58 32,70 0,45 0,6743
X1température* X1température -14,27 34,04 -4,33 0,0075*
X2temps* X 2temps -264,79 34,04 -7,78 0,0006*
X3ratio*X3ratio -190,23 34,04 -5,59 0,0025*

Tableau XI : Estimation des coefficients de régression pour le rendement de I’ activité antioxydant

d huiled olive enrichie.

Terme estimation Erreur Rapport t Prob >[t|
standard

Constante 71,06 0,838 84,70 <0,0001*
X1température 3,40 0,513 6,62 0,0012*
X2 temps -0,67 0,513 -1,30 0,2496
X3ratio -0,0019 0,513 0,00 0,9971
X1température * X2temps 0,57 0,726 0,78 0,468
X1température* X3ratio -0,733 0,726 -1,01 0,3588
X2temps* X3ratio -0,945 0,726 -1,30 0,2501

X1température* X 1ltempérature -18,23 0,756 -24,11 <0,0001*
X2temps* X2temps -1,87 0,756 -2,48 0,0557
X3ration*X3ratio -2,52 0,756 -3,34 0,0205
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> Effet linéaire

Les résultats de cette étude montrent que le facteur qui possede une influence
clairement significative sur I’ extraction des polyphénols sont X1 température, X2 temps et
X3 ratio avec une probabilité de P=0,0038, P=0,0156,P=0,3269 contrairement a |’ activité
antioxydante qui possede une influence significative seulement avec X1 température avec
P=0,0012 .

Selon une étude réalisée par Tdli et al. (2010), le temps d extraction influence
considérablement sur I’ extraction des polyphénals, ce qui permis de dire que |’ allongement
du temps d’ extraction accél ére d’ une maniére significative le pouvoir d’ extraction. Galvan
D'Alessandro (2013) arapporté que I’ augmentation de la température facilite I’ extraction

auss car elle augmente la permeéabilité des parois cellulaires.

Figurel6: Surface de réponse de I’ effet linéaire température pour les polyphénols.

Figure 17 :Surface de réponse de |’ effet linéaire temps pour les polyphénols.
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Figurel8: Surfacede réponce linéaire ratio pour les polyphenols.

Figure 19 : Surface de réponse linéaire pour DPPH.
> Effet d’interaction

Les résultats indiquent que I’interaction (X1*X2) et (X1*X3) sont significatifs
sur I'extraction des polyphénols avec une probabilité de P= 0,0101, P= 0,0219
respectivement et que les interactions X2* X3 ne sont pas significatives avec la probabilité
P=0,6743; cependant, les résultats de I’ activité antioxydante vis-a-vis du DPPH indiquent
I” absence d'interaction par consequent I’ ensemble des résultats des effets exercés par les
facteurs sont considérablement significatifs. Cela peut se définir par les effets
multiplicateurs du traitement et le potentiel dextractible élevés. En pénétrant
profondément dans la matrice solide, le solvant peut entrer en contact avec une quantité
plus grande de soluté favorisant ainsi la libération des composés phénoliques (Bonnaillie
et al. ,2012).
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Figure 20 : Surface de |’ interaction température —temps.

Figure 21: Surface de I’ interaction temperature- ratio.
» Effet quadratique

Les résultats des Tableau N°X et N°XI, indiquent que les effets quadratiques
Xz (température-température) Xz (temps-temps) et Xz(ratio-ratio) sont hautement
significatifs sur la teneur en polyphénols avec des probabilités respectives de P=0,0075;
P=0,0006 et P=0,0025pour les valeurs en antioxydants. |l a éé constaté que,
X1z(température-température) est hautement significatifs avec une probabilité P=0,001.

Ces resultats montrent I'importance de la température, ratio et temps dans
I”extraction des polyphénols; il Ya un effet interactif positif entre les trois facteurs. la

températurea été le parameétre principal qui a influencé la libération des composés
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antioxydants et composés phénoliques . L’augmentation de la température favorise la
libération de ces composés qui peuvent mener aux réactions de d oxydo-réduction
(Ramirez-Godinez et al., 2017).

Il .2.2.4. Modéle mathématique

Dans I’ 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 modéle mathématique. Les modéles les plus classiques
sont les model es polynomiaux (le plus souvent de degré inférieur ou égal a deux).
Le modéle mathématique postulé utilisé avec le plan de Box-Behnken pour trois facteurs
est un modeéle de deuxiéme degré classique qui est volontairement simplifié par éimination
des effets d’ interactions jugés non significatifs dans |’ analyse, ce qui permet de manipuler
plus facilement cette expression réduite tout en gardant une qualité d’ ajustement quasi ment
similaire (Tinsson, 2010). Le modéle mathématique opté dans la présente éude est
représenté par larelation suivante :

Y polyphenoi=2050,98+117,87X 1-83,23X 2+131,45X 1X 2+107,29X 1X 3-147,27X 1X 1-
264,79X1-264,79X 22-190,23X 3?

Y pper=71,06+3,40X 1—18,23X 12
111.2.3. Solution optimale

Cette éude montre qu'un modéle polynomial dordre deux peut modéliser
correctement le phénomeéne étudié. 1l apparait que les conditions expérimental es optimal es,
c'est-a dire celles conduisant a une maximisation de I'extraction des polyphénols et
I’ activité antioxydantes, sont obtenues au sein du domaine expérimental, La méthode de

désirabilité a é&é employée pour optimiser |les variables de processus.
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Tableau XI1: Conditions optimales d’ extraction des polyphénols et de I’ activité antioxydante.

Variable Valeurscritiques pour les Valeurscritique pour
polyphénols DPPH
Température (15-45) 30 30
Temps (15-60) 37,5 37,5
Ratio (5-20) 12,5 12,5
Valeur prévusdela 2050,98 71,06
solution

La présente éude confirme les avantages de cette méthode comparant a la
méthode classique d'optimisation des conditions d'extraction des antioxydants. Les
résultats ont montré que la teneur en polyphénols est affectée par les trois parameétres :
température suivie du temps et le ratio. Pour avoir une teneur en composés phénoliques de
I’ ordre de 2050 ,98mg EAG/KG huile et |’ activité antioxydante est affectée beaucoup plus

par latempérature pour obtenir une activité antioxydante de 71,06%.
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[11.3. Dosage des antioxydants

111.3.1. Polyphénols totaux

Les teneurs en polyphénols de I'huile d olive enrichie avec ultrasons et de I’ huile
d olive enrichie sans ultrasons avec macération conventionnelle sont représentés dans la
figure N°22.
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Figure 22 : Histogramme représentatif dela teneur en poly phénols des huiles enrichies.

La barre verticale représente |'écart-type.
La valeur représente la moyenne de 3 mesures + ecartype
Les valeurs avec les différentes lettres (a-b) sont significativement différentes (Tukey, p < 0.05) pour les différentes variétés;

les résultats sont classés en ordre descendant : a>b

D’apres les résultats obtenus la teneur en polyphénols totaux de I’ échantillons
enrichie avec ultrasons est proche de celle de I'intervalle de prédiction du plan
d expériences 2044,79 estimée a 2050 ,98 mg EAG/ Kg . L’ éude statistiques a montré
une différence significative entre la teneur en polyphénols P<0,05 des deux échantillons

enrichies.

L’ échantillon enrichie avec ultrasons est plus riche que I’ échantillon enrichie avec
macération conventionnelle, avec une teneur 2044,79+2,36 et 2000,93 +3,69 mg EAG/Kg.

Ces résultats sont supérieurs a ceux de Achat et al.(2012) qui ont trouve 445+3,2
mg O /kg d’huile pour I’ enrichissement par ultrasons et 314 mgEAG/KG pour la méthode

conventionnelle.

L’ écart trouve entre les résultats obtenus et la littérature est tout a fait justifié. En
effet, la richesse en antioxydants de cette matrice et les conditions d’ extraction ne sont pas

les mémes, de plus |’ ultrason permet d’ augmenter le rendement d’ extraction.
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[11.3.2. Flavonoides

Les teneurs en flavonoides de | huile enrichie avec la méthode conventionnelle et
avec |'ultrason exprimées par mg EQ/Kg de I'échantillon se référant a une courbe
d étalonnage dans les mémes conditions, sont représentées dans la figure N°22.

35,0000 -

HH oo

30,0000

25,0000 -
bo
a3
S 20,0000 -
<
& 150000 -
£

10,0000 -~

teneur en flavonoides

o

5,0000 -

0,0000 . .
EU ESU

Figure 23 : Histogramme représentant les teneurs en flavonoides des huiles enrichies.

La barre verticale représente |'écart-type.
La valeur représente la moyenne de 3 mesures + ecartype
Les valeurs avec les différentes | ettres (a-b) sont significativement différentes (Tukey, p < 0.05) pour les différentes variétés;
les résultats sont classés en ordre descendant : a>b
D’ apres les résultats obtenus dans cette étude, |”huile enrichie avec ultrasons est
plus riche en flavonoides avec une teneur de 30,10 mg EQ/Kg ; lateneur en flavonoides de

I” huile enrichie avec macération est de 6,81 mg EQ/Kg .

[11.4. Activités antioxydants

[11.4.1. Pouvoir réducteur

La puissance activité antioxydant de I” huile d’ olive enrichie est évaluée en utilisant
la méthode de réduction du ferrocyanure de potassium. La présence de composés
réducteurs (antioxydants) dans les extrait cause la réduction du fer ferrique ( Fe** ) du
ferrocyanure de potassum pour donner du fer ferreux (Fe?*).La couleur jaune de
ferrocyanure de potassium vire vers une couleur bleu verte dont I'intensité dépend du

pouvoir réducteur de |’ extrait (Ferreira et al., 2007).
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Figure 24 : pouvoir réducteurs des huiles enrichies

La barre verticale représente |'écart-type.
La valeur représente la moyenne de 3 mesures + ecartype
Les valeurs avec les différentes | ettres (a-b) sont significativement différentes (Tukey, p < 0.05) pour les différentes variétés;

les résultats sont classés en ordre descendant : a>b

D’ apres les résultats obtenus dans la présente étude I’ huile d’ olive enrichie avec
ultrasons détient une capacité de réduction du chlorure ferrique de 21,85 mg EE

d équivaent de vitamine E par kg .

L’ étude statistique a montre I’ existence d' une différence significative entre les deux
échantillons d’ huiles enrichies p<0,05 et une bonne corrélation entre laréduction de Fecls
avec les teneurs en composés phénoliques et flavonoides avec un coefficient de corrélation
respectivement de |’ ordre de R=0,82 ,R=0,96 .

[11.4.2. Pouvoir anti radicalaire

I11.4.2.1. Activité scavenger du radical DPPH

Les pourcentages d’'inhibition du radical DPPH pour les huiles enrichies sont

représentés dans lafigure N°25.
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Figure 25 : Pourcentage d’inhibition des huiles enrichies

La barre verticale représente |'écart-type.

La valeur représente la moyenne de 3 mesures + ecartype

Les valeurs avec les différentes | ettres (a-b) sont significativement différentes (Tukey, p < 0.05) pour les différentes variétés;
les résultats sont classés en ordre descendant : a>b

D’ apres les résultats obtenus, les pourcentage d’inhibition du radical DPPH par
I"huile enrichie avec ultrasons est de 70,06 £0,4 % est proche de celle de I'intervalle de
prédiction du plan BBD estiméa 71,06 % .

Le pourcentage d’inhibition de I’ huile enrichie par ultrasons est supérieur a celui

enrichi avec macération conventionnelle 40,13 +1,28% .

Les résultats de I’étude statistique (P<0.05) obtenus indiquent 1’existence d’une
bonne corrélation linéaire entre le pourcentage d'inhibition du radical DPPH, auss bien
avec la teneur en composés phénoliques gu’'avec la teneur en flavonoides dont les
coefficients de corrdlation correspondants respectivement sont de I’ordre de 0.786 et
0.996.

Ces resultats sont inférieurs a ceux obtenus par Achat et al. (2012) qui ont
trouvé 86,2 + 0,6 % pour I’ enrichissement avec ultrasons et 65,5+0,8 % pour la méthode

conventionnelle.

Cette différence des résultats peut étre liée au mode d extraction utilisé mais

aussi alacomposition de I’ échantillon étudié.
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Conclusion

Dans ce présent travail le modéle expérimental est divise en deux parties, des essais
préliminaires sont effectués selon le modéle classique d extraction en variant le ratio et
fixant le temps et la température ; ces essais préliminaires sont effectués sur I’ huile d’ olive
enrichie par les graines de pins broyées.

La présente étude a pour objectif d optimiser I’ extraction des antioxydants par le

dosage des composes phénoliques del’ huile enrichie par les graines de pins broyés.

Le modele BBD utilisé dans I’ optimisation de |’ enrichissement assisté par ultrasons
est validé et les conditions optimales (Temps 37,5 mn, Température 30°C, Ratio 12,5)
nous ont permis d'avoir une huile riche en composes bioactifs a savoir PT par apport a
I” huile obtenue par macération conventionnelle et I’ huile brute.

Le taux de composés phénoliques retrouvés sous les conditions optimales pour
I"huile EU et ESU sont respectivement 2044mgEAG /Kg ,2000mgEAG /Kkg.

Les teneurs en composés flavonoides dans les extraits sont de I’ordre de 21,30
MgEAQ /K g, 6,21mgEAQ /Kg.

Le pouvoir réducteur estimé par le test de réduction de chlorure ferrique des extraits
optimaux est del’ ordre de 21,62 et 14,43 .

Le pouvoir anti radicalaires DPPH des huiles enrichies éudiées ont révélé des
pourcentages d’inhibition de I’ ordre de 70,60 %pour EU et 40,13 % pour ESU.

Ces résultats nous ont permis de conclure que I’ incorporation des antioxydants de la
graine de pins broyée dans I'huile d'olive a relativement augmenté le rendement en
antioxydants. Par conséquent cette huile produite peut constituer un potentiel aliment
fonctionnel par sa riche composition en composes phénoliques. En termes de perspectives
et dans le bute de compléter ce travail dans |’avenir, il serait intéressant d’utiliser des
techniques d analyses avancées (CCM, HPLC, CPG) pour identifier les antioxydants
présents dans |’ huile enrichie.
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ANNEXE



Annexe N°1 : Courbe d’étalonnage des poly phénols totaux

Annexe N°2 : Courbe d’étalonnage des flavonoides



Annexe N°3 :Courbe d’étalonnage du pouvoir réducteur
Nom du produit Marque Pays de fabricant
Acide gallique monohydrate BIOCHEM Quebec
Chemopharma
Acide quercétine Riedel-de Haén Germany
Ethanol GPR RECTAPUR Germany
M éthanol SIGMA-ALORICH France
Folin-Ciocalteu 1/10 BIOCHEM France
Chemopharma
Carbonate de sodium SIGMA-ALDRICH Germany
Chlorure d’ @uminium a 2% BIOCHEM USA
Chemopharma
Ferricyanure de potassium a BIOCHEM Quebec
1% Chemopharma
Acide BIOCHEM Quebec
trichloroacétique(10%) Chemopharma
Chlorure defer BIOCHEM Quebec
Chemopharma
DPPH (2,2-Diphémyl-1- SIGMA-ALDRICH Germany
picrylhydrazyl)
di-hydrogénophosphate de BIOCHEM Quebec
potassium a Chemopharma
Annexe N°4 :Solvant et réactifs utilisé au cours du travail.
Matériel Appareils
Béchers Bain marie
Burette graduée Balance de précision
Cuve en plastique Micropipette

Eprouvette graduée

Plague magnétique agitatrice

(VELP SCIENTIFICA)

Tubes a essais

Réfrigérateur (SAMSUNG)

Erlenmeyer

Spectrophotométre (RAY LEIGH)

Fioles

Vortex (VELP SCIENTIFICA)




Ampoules ‘

Etuve ventilée (MEMMERT)

Annexe N°5 : Matériel et appareil utilisé au cours du travail.

Préparation de la solution tampons

Dissoudre 9,089 dedi-hydrogénophosphate
de potassium (KH2PO4) dansl litre d’ eau, et
9,749 de di-sodium hydrogéenophosphate
(Na2HPO4) dans 1 litre d' eau. Puis
mélanger
ces deux solutions progressivement pour
guster le PH a 6,6.

Préparation de la solution DPPH

Dissoudre 4mg de DPPH dans100ml
De méthanol

Chlorure d’ aluminium a 2%

Dissoudre 2g de Chlorure d’ aluminium
dans100ml d’ eau distillé

Annexe N°6 : Préparation de quelques solutions .




Résumeé

La présente étude est portée sur |’ optimisation des conditions d’ huile d olive vierge par des
graines de pins broyées en utilisant la méthode de surface de réponse développée par le
plan BBD , et a évaluer le potentiel d enrichissement d'huile d'olive enrichie avec
ultrasons et huile d’olive enrichie sans ultrasons obtenue aux conditions optimales:la
température 30°C , letemps 37,5 mn ,leratio 12,5 .

Une quantification des polyphénols totaux (PPT) et des flavonoides ainsi que |’ évaluation
de I’activité antioxydante (pouvoir anti-radicalaire et réducteur) effectués sur les deux
enrichissement de huiles d'olives (avec ultrasons et sans ultrasons). Dont les résultats
obtenus indiquent des teneurs en PPT respectivement de 2044,79mg EAG/Kg ;
2000,93mgEAG/Kg et teneurs en flavonoides respectivement de 30,10mg EQ/Kg ;6,81
mMgEQ/KG. Une teneur de 21,85mgEE/Kg; 14,43mgEE/kg Pour e pouvoir réducteur. En
dernier les pourcentages d'inhibition Sont de |’ ordre de 70,06%; 40,13% .

Abstract

The present study is concerned the optimization of the conditions of blank olive oil by
seeds of pines cruched by using the method of surface of anser devloped by the plan BBD
and to estimate the potential of enrichement of olive oil enriched with the ultrasounds and
olive ail enriched without ultrasounds obtained on the optimal conditions :la temperature
30°C, thetime 37,5 mn, theratio 12,5.

A quantification of the total polyphenols (PPT) and the flavonoids as well the evaluation of
the antioxidizing activity (anti-free radical and reducing power ) made on both enrichment
of olive oil (with ultrasounds and without ultrasounds ) . whose obtained results (profits )
Indicate contents in PPT respectively of 2044,97mgEAG/Kg ;2000,93mgEAG/kg and
contents in flavonoids respectively of 30,10mg EQ/Kg ; 6,81 mgEQ/kg .a contents of 21,85
mgEE/kg ;14,43 mgEE/kg for the reducing power . lastly the percentages of inhibition are
of the power 0f 70,06 %;40,13%.

Keywords:. activity antioxidant, extraction, enrechissement, optimization, olive stone,
polyphenals, boxn behnken.
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