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Introduction générale

Introduction

La culture de l'olivier a une grande importance économique et sociale pour les pays de la
région méditerranéenne. En effet, elle est I'une des activités agricoles les plus importantes ou il
y’ a environ 8 millions d'hectares d'oliviers cultivés (Boudhrioua et al., 2009). Bien qu’clle ne
contribue qu’a environ 3% du marché mondial des huiles végétales alimentaires, 1’huile d’olive
fait ’objet d’un intérét croissant de la part de nombreux pays, notamment grace aux résultats des
recherches scientifiques qui confirment les caractéristiques positives de cet « or liquide » et sa
place fondamentale dans la diete méditerranéenne (Barjol, 2014). La qualité d’huiles d’olive
vierges extra (HOVE) est profondément liée a la quantité de ses composes mineurs,
principalement composés volatils et phénoliques, qui caractérisent la note sensorielle et les
propriétés nutritionnelles et biologiques remarquables de ce jus de fruit (Servili, 2014).

Les feuilles d'olivier sont I'un des sous-produits de I’industrie oléicole qui peut
atteindre 10% du poids total d’olives transformées (Bouaziz et al., 2008). Les feuilles d'olivier
ont toujours été utilisées pour l'alimentation animale (Martin Garcia et al., 2003) mais elles
peuvent étre utilisées pour d'autres applications telles que cosmétiques, industries thérapeutiques
et alimentaires. En effet, des études récentes montrent que des feuilles d'olivier pourraient étre
utilisées en tant que source naturelle de composes bioactifs, en particulier, des composes
phénoliques (Heimler et al., 1992) dont un grand nombre présentent un large éventail d'activités
biologiques : antibactérienne (Aziz et al., 1998), antioxydante (Benavente-Garcia et al., 2000 ;
Dekanski et al., 2011), antivirale (Micol et al., 2005) et thérapeutique (Singh et al., 2008 ; Lee
& Lee, 2010 ; Susalit et al., 2011).

La période de récolte est ’'un des plus importants facteurs influencant la qualité de I’huile
d’olive. Les huiles issues des olives présentant un indice de maturité élevé (récoltées tard) ont
une qualité moindre et une résistance a 1’oxydation plus faible comparativement a des olives
récoltées au stade de maturité optimale (Malheiro et al., 2013). Ranalli et al. (2003), Paiva-
Martins et al. (2007), Bouaziz et al. (2008) ont montré que 1’addition des feuilles d’olivier a la
pate d’olive avant malaxage améliore la résistance a I’oxydation de 1’huile issue en particulier
au cours de son stockage (Sevim et al., 2013). Dans ce contexte, nous nous proposons d'étudier
si I'ajout des feuilles d’olivier avec des taux croissants (0%, 1.5%, 3%, p/ p) a la pate des olives
avant trituration peut apporter des améliorations bénéfiques a la composition et la qualité de
I’huile d'olive. Le rendement, les parametres de qualité (acidité, indice de peroxyde, extinctions
dans I’UV), les acides gras, les pigments, les composés phénoliques et 1’activité antioxydante

(pouvoir réducteur et DPPH) des huiles issues ont été évalués.
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Chapitre 1 Olivier, olive et I’huile d’olive

I-L’olivier
I-1- Définition

L’olivier est un arbre polymorphe, de taille moyenne. Trés rameux, au tronc noueux,
au bois dur et dense, a I'écorce brune crevassée, il peut atteindre quinze a vingt metres de
hauteur, et vivre trés longtemps. Il s’adapte aux conditions extrémes de 1'environnement, mais
exige une intensité lumineuse importante et un sol aéré (Ghedira, 2008).

L’olivier, arbre typiquement méditerranéen, se caractérise par un fruit, 1’olive, dont

I’huile est un composant essentiel du régime méditerranéen (Ghedira, 2008).

I1- L’olive
I1-1- Deéfinition

Le fruit de I’olivier, ’olive est une drupe charnue, de forme ovoide. Sa couleur varie
du vert léger au noir en passant par le rose violacée selon le degré de maturation du fruit ainsi
que leur composition (annexel). Son poids varie de 2 a 12 g et peut atteindre les 20 g suivant

la variété (Fedeli, 1997). Elle est constituée de trois parties selon le tableau suivant :

Tableau I : Composition chimique des différentes parties de 1’olive mare (Sansoucy, 1991).

Partie Matieres Matieres Cellulose Matieres Extractif
azotés totales | grasses (%) | brute (%) | minérales (%) | Non azoté (%)
(%)

Epicarpe (peau) 9,8 3,4 2,4 1,6 82,8

Mésocarpe (pulpe) 9,6 51,8 12,0 2,3 24,2

Endocarpe (noyau

et amande 1,2 0,8 74,1 1,2 22,7

I11- L’huile d’olive
111-1- Définition

L’huile d’olive est I’huile provenant uniquement du fruit de 1’olivier (Olea europea
L.) a I’exclusion des huiles obtenues par solvant ou par des procédés d’estérification et de tout

mélange avec des huiles d’autre nature. Elle est commercialisée selon les dénominations et

définitions differentes (COI, 2015).

v




Chapitre 1

Olivier, olive et I’huile d’olive

I11-2- Catégories de I’huile d’olive et critéres de qualité: les différentes

catégories et leurs caractéristiques sont regroupées dans le tableau ci-dessous.

Tableau Il : Différentes catégories de 1’huiles d’olive et leurs caractéristiques (COl, 2015).

Catégories Huile Huile Huile d’olive Huile Huile d’olive | Huile
-
d’olive d’olive vierge courante | 4 °live raffinée d’olive
vierge
vierge extra | vierge lampante
1-Caractéristiques organoleptiques
Odeur et saveur acceptable bonne
Médiane de défaut Me =0 0<Me<35 | 35<Me<6,0** Me > 6,0
Meédiane de fruité Me >0 Me >0
Couleur Jaune claire Claire
Aspect a 20 °C limpide limpide
pendant 24 heures
Acidité libre <0,8 <20 <33 >33 <0,3 <1,0
% m/m exprimée
en acide oléique
Indice de peroxyde <20 <20 <20 Non limité <5 <15
en milliéquivalents
d’oxygene actif par
kg d’huile
2-L’absorbance dans ultraviolet
A 270 nm <0,22 <0,25 <0,30 <0,10 <0,90
(cyclohexane)
Ak <0,01 <0,01 <0,01 <0,16 <0,5
A 232nm <2,50 <2,60
3-Teneurs en eau et en matieres volatiles
(%) m/m <0,2 <0,2 <0,2 ‘ <0,3 <0,1 ‘ <0,1
4-Teneurs en impuretés insolubles dans I’éther de pétrole
(%) m/m <0,1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,05 ‘ <0,05
4- Traces métalliques (mg/kg)
Fer <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
Cuivre <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

I11-3- Composition biochimique de I’huile

Les constituants de I’huile d’olive sont souvent classés en deux catégories : la fraction

saponifiable et la fraction insaponifiable (Coude et al., 2008).

I11-3-1- Fraction saponifiable

La fraction saponifiable représente environ 99% de I’huile d’olive (Velasco et al.,

2002).




Chapitre 1 Olivier, olive et I’huile d’olive

I11-3-1-1- Acides gras

La composition en acides gras (AG) de I’huile d’olive joue un rdle important au
niveau de sa qualité nutritionnelle. C’est I’importance de I’apport d’acides gras mono-
insaturés avec un taux d’acide oléique allant de 55 % et pouvant atteindre 83 % qui confére
son originalité a I’huile d’olive, ainsi que ses vertus en termes de santé. Divers facteurs, tels
que le degré de maturité des olives, le climat, la variété ont une incidence sur le profil de
composition en acides gras de I’huile d’olive (Haddam, 2014), la composition en AG est

mentionné dans le tableau suivant.

Tableau 11 : Composition en AG d’une huile d’olive selon COI, 2015, (en % des AG).

Acides gras Formule brute | Pourcentage (%)
Acide myristique Cu:0 <0,03
Acide palmitique Ci:0 7,50 — 20,00
Acide palmitoléique Ci:1l 0,30 - 3,50
Acide stéarique Cis:0 0,50 - 5,00
Acide oléique Cig: 1l 55,00 — 83,00
Acide linoléique Cis: 2 2,50 - 21,00
Acide linolénique Cig:3 <1,00
Acide arachidique Cxn:0 <0,60
Acide gadoleique Cyp:1l <0,40
Acide béhénique Cx:0 <0,20*
Acide lignocérique Cu: 0 <0,20

111-3-1-2- Glycérides
Les triglycérides constituent le principal composant de I’huile d’olive, ils résultent de
I’estérification du glycérol par trois acides gras, et présentent plus de 95% des lipides totaux

(Zarrouk et al., 1996). La composition des triglycérides est mentionnée dans 1’annexe 2.

I11-3-2- Fraction insaponifiable
Cette fraction représente 1 a2 % de la composition totale de 1’huile et comptent plus
de 230 composés présents essentiellement dans 1’huile d’olive vierge (Servili et al., 2004;

Huang et al., 2008). Parmi ces composés, on peut citer :




Chapitre 1 Olivier, olive et I’huile d’olive

111-3-2-1- Pigments
La couleur caractéristique importante de 1’huile d’olive vierge, est directement li¢e

aux pigments chlorophylliens et a la f-caroténe (Douzane et Bellal, 2005).

» Chlorophylles

Les chlorophylles représentent un groupe de tetrapyroles a magnésium,
responsables de la nuance verdatre de I’huile d’olive et se retrouvent entre 0 et 20 ppm
(Grandul-Rojas et Mingues Mosquera, 1996). La chlorophylle agit comme prooxydant en
présence de la lumiere (Velasco et al., 2002).

» Caroténoides

L’huile d’olive vierge présente des teneurs variables en caroténoides allant de 1 a
100 ppm, avec une prédominance de la lutéine et du B-carotene (Minguez —Mosquera et al.,
1991; Psomiadou et Tsimidou, 2001 ; Luaces et al., 2005). Le B-caroténe est un puissant
inhibiteur de la photo-oxydation de 1’huile (Velasco et al., 2002).

111-3-2-2- Composés phénoliques

L’une des caractéristiques les plus importantes de 1’huile d’olive est sa richesse en
composes phénoliques. Le tyrosol et I’hydroxytyrosol et leurs dérivés sont les composés les
plus importants (Garcia, 2003; Pinelli et al., 2003 ; Yang et al., 2007).

Il existe plusieurs familles de composés phénoliques dans les olives et dans les huiles
(secoiridoides). Les flavonoides font également partie des composés majoritaires trouvés dans

I’huile d’olive, il s’agit de I’apigenine et de la lutéoline (Murkovic, 2004; Okakoglu, 2009).

I11-4- Amertume de I’huile d’olive

L’amertume de I’huile d’olive, si non excessif, est un attribut positif liée a la
présence de polyphénols ; elle est d’autant plus intense que les teneurs en ces derniers sont
plus elevées (Angerosa et al., 2001). Elle est principalement liée a la variété d’olive et leur
degré de maturation (Boskou et al., 2005 ; Inarejos-Garcia et al., 2010), ainsi qu’au

processus d’extraction (Artajo et al., 2006).

I11-5- Stabilité oxydative et les composés antioxydants de I’huile d’olive
La stabilité oxydative est un parametre déterminant de la qualité des huiles et leur
aptitude a la conservation. Elle permet une estimation de la susceptibilité a la dégénérescence

oxydative (Aparicio et al., 1999; Velasco et Dobargane, 2002), qui prend place en présence

-
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d’une atmosphere riche en oxygene, générant des radicaux libres instables qui sont réactifs et
capables de modifier les caractéristiques sensorielles et nutritionnelles de I’huile d’olive
(Mateos et al., 2006). La lumiere, la température, des traces d’eau et de métaux ainsi que la
présence de pigments photo-sensibilisateurs sont des facteurs promouvant ce processus
(Rahmani et Csallany, 2000).

I11-6- Effets bénéfiques de I’huile d’olive sur la santé

Plusieurs recherches montrent que 1’huile d’olive présente des bienfaits pour la
santé. Elle est riche en acide oléique (acide gras insaturé), en antioxydants (polyphénols), en
vitamine E et autres constituants. L’huile d’olive est associée a une diminution du taux de
mortalité par cardiopathie coronaire (Henry, 2003).

Des études réalisées en Gréce et a Harvard ont mis en évidence une réduction de
plusieurs types de cancers lors de la consommation d’huile d’olive tels que : le cancer de sein,
du colon etc...., cela grace a sa forte proportion en AGMI et un taux élevé d’antioxydants
(Llor, 2003).

Selon Artaud (2008), I’huile d’olive posséde un pouvoir anti inflammatoire, atténue la

sécrétion gastrique, augmente la sensibilité a I’insuline et réduit la tension artérielle.

v
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|- Feuille d’olivier
I-1- Description

Les feuilles sont opposées, coriaces, simples, entiéres, subsessiles avec un pétiole
court. Le limbe est lancéolé et se termine par un mucron. Les bords du limbe s’enroulent sur
eux- mémes. La face supérieure de la feuille est vert- grisatre, lisse et brillante (Argenson et
al., 1999).

I-2- Composition chimique de la feuille d’olivier

La composition chimique des feuilles d’olivier varie en fonction de nombreux
facteurs : la variété, conditions climatiques, age des plantations ainsi que 1’époque de récolte
(Nefzaoui, 1995).

I-2-1- Composition chimique globale des feuilles d’olivier: les différents

composés chimiques sont regroupés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 1V : Composition chimique global des feuilles d’olivier (exprimé en g/ 100g).

Composition en % | Garcia- Gomez | Martin-Garcia et | Boudhrioua et Erbay et Icier
et al. (2003). al. (2006). al. (2009). (2009).

Eau nd 41,4 46,2- 49,7 a 49,8 a
Protéines nd nd 50-7,6a 70b
Lipides 6,2b 32b 10-13a 6,5a
Minéraux 26,6 b 16,2 b 2,8-44a 36b
Glucides nd nd 37,1-425a 27,5a
Fibres brutes nd nd nd 70a
Cellulose 19,3b nd nd nd
Hémicellulose 254 Db nd nd nd
Lignine 30,4 b nd nd nd
Polyphénols totaux nd 25D 1,3-2,3b nd
Tannins solubles nd nd nd nd
Tannins condensés nd 0,8b nd nd

a : correspond aux valeurs exprimées par rapport a la masse fraiche des feuilles d’olivier.

b : correspond aux valeurs exprimées par rapport a la masse séche des feuilles d’olivier.

nd : valeur non déterminée.
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I-2-2- Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont définis comme des métabolites secondaires trés
intéressants pour la santé humaine a cause de leurs propriétés antioxydants. Les feuilles
contiennent plusieurs classes comme les flavonoides, secoiridoides, hydroxytyrosol
(Talhaoui et al., 2015). La teneur en composés phénoliques dans les feuilles d’olivier est trés
variable ; elle varie de 2,8 mg/g MS (Altiok et al., 2008) a 250 mg/g MS (Mylonaki et al.,
2008).

I-2-2-1- Monomeres phénoliques

Selon Altiok et al, ( 2008) Les monomeéres phénoliques sont représentés par :
- Acides phénoliques tels que : acide caféique, acide vanillique et acide syringique.
- Alcools phénoliques tels que : tyrosol et hydroxytyrosol.
- Des flavonoides tels que : apigénine, lutéoline, rutine.

I-2-2-2- Polymeres phénoliques

Les polymeres phénoliques sont représentés par :

- Les tannins : sont des composés naturels des végétaux, ayant une capacité de se
complexer fortement avec les hydrocarbures et les protéines. Les tannins sont classés en deux
groupes majeurs : les tannins solubles et les tannins condensés (Garro-Galvez et al., 1997).
Selon Fergeros et al. (1995), ces deux groups représentent, respectivement 0,3 et 1% /MS.

- La lignine : les teneurs en lignine varient de 14,2% /MS (Fergeros et al., 1995), a
30,4% /MS (Garcia-Gomez et al., 2003).

|-2-2-3- L’oleuropéine
L’oleuropéine, est le principal composé phénolique majeur des secoiridoides
(Talhaoui et al., 2015).

-
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I1-3- Les feuilles d’olivier et la santé humaine

Les différents effets des feuilles d’olivier sont rapportés dans le tableau suivant.

Tableau V : Les mécanismes d’action et indications cliniques des extraits des feuilles

d’olivier.

Meécanismes d’action et

indications cliniques

Références bibliographiques

Activité vasodilatateur

Zarzuelo et al., 1991.

Activité antioxydante

Benavente-Garcia et al., 2000 ; Briante et al., 2002 ;
Altiok et al., 2008 ; Hayes et al., 2010.

Action antivieillissement

Akemi et al., 2001 (brevet) ; Tadashi, 2006 (brevet).

Activité antiviral (contre HIV)

Lee-Hang et al., 2003 ; Bao et al., 2007.

Activité antimicrobienne

Markin et al., 2003 ; Pereira et al., 2007

Activité antivirale (contre VHSV)

Micol et al., 2005.

Activité antiallergique

Masataka et al., 2007.

Activité antifongique

Korukluoglu et al., 2008.

Activité anti-cardiovasculaire

Scheffler et al.,2008 ;Singh et al., 2008 ; Fonolla et al.,
2010

Activité gastro-protective

Dekanski et al., 2009.

Activité anti-cancérigéne

Kimura et Sumiyoshi, 2009 ; Bouallagui et al., 2011.

Activité anti-inflammatoire

Miljkovic et al., 2009.

Activité neuro-protective

Mohagheghi et al., 2011.

I-4- VValorisation des feuilles d’olivier

Les feuilles d’olivier doivent étre considérées comme une richesse qu’on doit utiliser

et pas comme un déchet.

1-4-1- Domaines d’utilisations des feuilles d’olivier

1-4-1-1-Domaine de I’alimentation animale

Les feuilles sont utilisées dans 1’alimentation des moutons et chévres (Delgado-

Pertinez et al., 2000 ; Martin-Garcia et al., 2003). Elle sont également utilisées dans

I’alimentation des dindes pour améliorer la qualité de leurs viandes (Botsoglou et al., 2010).




Chapitre 2 La feuille d’olivier

I-4-1-2-Domaine thérapeutique

La consommation humaine d’infusion des feuilles d’olivier est bénéfique pour la santé
(Giao et al., 2007). Les feuilles d’olivier ont un pouvoir anti- inflammatoire, antifongique et
antimicrobien (Talhaoui et al., 2015).
I-4-1-3- Domaine pharmaceutique

La valorisation concerne I’extraction des tocophérols et de 1’oleuropéine, ainsi que la
production de I’hydroxytyrosol (De Lucas et al., 2002 ; Bouaziz et Sayadi, 2003). D’autres
substances extraite des feuilles d’oliviers sont également aussi valorisée, tels que les
flavonoides (Yuhong et al., 2006 ), le mannitol (Ghoreishi et al., 2009), les stérols et les
alcools gras (Orozco-Solano et al., 2010).
I-4-1-4- Domaine cosmétologique

les feuilles sont utilisées dans la formulation des produits cosmétiques (Tadashi,
2006 ; Thomas et al., 2006).
I-4-1-5- Industries Alimentaires

Les feuilles peuvent étre utilisées comme ingrédients dans la formulation d’aliments
pour les hyper-glycémiques (Komaki, 2003). stabilisant de I’huile de tournesol (Farag et al.,
2007), et de I’huile d’olive (Bouaziz et al., 2008).
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I-Matériel et Méthodes

I-1-Matériel végétal et échantillonnage

Les olives et les feuilles de la variété Chemlal sont utilisées dans ce travail.
L’échantillonnage des olives de la variété Chemlal a été réalisé durant la derniére semaine du
mois de janvier 2016 au niveau de la ferme pilote MIRA de Tazmalt. Deux échantillons de 20
Kg d’olives sont récoltes; le premier représente les olives récoltées a la main (Rec) et le
second correspond aux olives ramassées sur le sol (Ram).

Les feuilles d’olivier de la méme variété Chemlal ont été collectées. Ces feuilles sont
séchées (a I’air libre au niveau du laboratoire), broyées (broyeur électrique) et tamisées (tamis
de 500 pum) en vue d’obtenir une poudre qui sera additionnée aux pates d’olives des deux
différents échantillons (récoltées et ramassés) a des taux variables (0, 1.5 et 3 % (m/m)) avant
malaxage.

L’aspect général des différents échantillons (olives, feuilles) est montré dans les figures ci-

dessous).

Olives ramassés (Ram) « a » Olives récoltées (Rec) « b »

Poudre des feuilles « ¢ »

Figure 01 : Echantillons des fruits d’olives (a-b) et poudre de feuilles (c) de Chemlal.
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I-2-Extraction d’huile d’olive
L’extraction des huiles est réalisée au niveau du laboratoire de la pépiniere de
I'LT.A.F.V de Takerietz (commune de Souk-oufella, Wilaya de Bejaia), au moyen d’un

oléodoseur (Levi- Dilon- Lerogsane) selon les étapes suivantes :
a-Broyage : Est effectué a ’aide d’un broyeur a marteaux dans des conditions constantes.

b-Malaxage : Apres 1’addition de la poudre des feuilles a des taux de 0, 1.5 et 3 % aux pates

d’olives, le malaxage est réalisé a froid (sans ajout d’eau) pendant 40 min.

c-Centrifugation : Une centrifugeuse verticale tournant a une vitesse de 4845 tours /min a été
réalisée pendant une min en vue d’extraire I’huile. Apres décantation, les huiles sont stockées
dans des flacons en verre fumé étiquetés et mis au réfrigérateur a 6°C en attendant d’étre

analysees. La figure suivante montre 1’aspect des huiles en fonction du taux d’addition de

poudre de feuilles :

Figure 02 : Aspect des différents échantillons de 1’huile d’olive issus des pates d’olives

additionnées de poudre de feuilles (Chemlal).

I-3-Caractéristiques des fruits

I-3-1-Indice de maturité

D’aprés Ait Yacine et al. (2002), la détermination de cet indice est réalisée selon la
méthode mise au point par I’institut National des recherches Agronomique de Jean, en
Espagne. En se basant sur la couleur des fruits (épiderme et pulpe, I’évaluation a été faite trois

fois pour chaque échantillon de Chemlal (récolté, ramassé).

» Principe
Cette méthode consiste a la distribution de 100 fruits d’olive, choisis au hasard sur un

lot d’un kilogramme d’olive. L’indice de maturité est déterminé par notation visuelle selon
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une échelle de coloration de 0 a 7 variant d’une peau verte intense jusqu'a une peau noire et
une pulpe entiérement violette. Cela permet de distinguer 8 groupes selon les caractéristiques

suivantes :

Groupe 0 : olive a épiderme vert intense ou vert foncé.
Groupe 1 : olive a épiderme jaune ou vert jaunatre.
Groupe 2 : olive a épiderme jaunatre présentant des taches ou zone rougeétre.
Groupe 3 : olive a épiderme rougeatre ou violet claire.
Groupe 4 : olive a épiderme noir et pulpe entiérement vert.
Groupe 5 : olive a épiderme noir et pulpe violette jusqu'a la moitié de son épaisseur.
Groupe 6 : olive a épiderme noir et pulpe violette pratiguement jusgu'au noyau.
Groupe 7 : olive a épiderme noir et pulpe entiérement foncée.

> Expression des résultats
L’indice de maturité est donné par la formule suivante :

IM =[( 0 *n 0) +(1*n1)+(2*n2)+(3*n3)+(4*n4)+(5*n5)+(6*n6)+(7*n7)]/100

n : nombre des olives.

I1-Méthodes d’analyses

I1-1-Analyses physiques

I1-1-1-Détermination de I’absorbance spécifique en rayonnement Ultra-violets
> Principe

Cette méthode consiste a déterminer les absorbances a 232 nm et 270 nm qui
correspondent au maximum d’absorbance des hydropéroxydes et des produits secondaires
d’oxydation (Alais et al., 2003).

» Mode opératoire

Avant de déterminer ce paramétre, I’huile a été filtrée avec du papier filtre contenant
une poudre de sulfate anhydre.

0,25 grammes d’huile sont pesés dans une fiole jaugée de 25ml, ’hexane (99%) a été
ajouté jusqu’au trait de jauge. Les mesures des extinctions sont realisées, en utilisant comme
référence 1’hexane, a deux longueurs d’ondes 232 et 270 nm.

> Expression des résultats

Les extinctions spécifiques (coefficient d’extinction) sont données par la formule suivante :

0,

E™ 1mpy =A@/CxL

0
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Tel que :

1%

E™™ 1cm ) ¢ densité optique d’une solution a la concentration de 1% mesurée en utilisant un
parcours optique de 1cm a une longueur d’onde A.

A (M) : ’absorbance a la longueur d’onde A.

C : concentration en gramme pour 100 ml de la solution.

L: épaisseur en cm de la cuve en quartz (1 cm).

11-1-2-Humidité de la poudre (ISO 662,1996)

Cette méthode consiste en une dessiccation du produit aprés chauffage a une
température de 103+ 2°C dans une étuve isotherme et a la pression atmosphérique jusqu’a
obtention d’une masse constante.

» Mode opératoire

59 de poudre des feuilles pesés dans une capsule, sont placés dans une étuve réglée a

103 £ 2° C pendant 24 heures.
> Expression des résultats
L’humidité est donnée par la relation suivante :
H (%) = (P1 - P,) x 100 / P,

Ou : H (%) : ’humidité est exprimée en pourcentage de masse.

P : le poids de la capsule vide.

P1: le poids de la capsule et la prise d’essai.

P, : le poids de la capsule et la prise d’essai apres le séchage.

Pe : la prise d’essai (P; — P).
I1-1-3-Rendement en matiére grasse des feuilles d’olivier

Le rendement en MG est déterminé en utilisant le soxhlet suivant le protocole proposé
par PUNE (1999). L’huile est extraite a partir de 10 g de poudre avec 1’hexane. Apres 6
heures d’extraction, le solvant est éliminé et le rendement est évalué par gravimétrie.

» Expression du résultat :
La formule de calcul est la suivante :
R% = [(Mo— My) / Mg] x 100
Ou : M; : masse de I’extrait apres séchage.

Mo : masse de la prise d’essai de la poudre (10g).

<
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I1-1-4-Rendement en huile d’olive
Le rendement en huile est réalisé selon la méthode d’extraction qui utilise 1’oléodoseur
en utilisant un échantillon de 1,5 kg (Abaza et al., 2002).

I1-2-Les analyses chimiques
11-2-1-Acidité
» Définition :
Mesure le pourcentage en AGL, elle est déterminée selon la méthode d’écrite dans le
reglement C.E.E/2568/91.
» Principe :
Consiste en un titrage des AGL présents par une solution éthanolique d’hydroxyde de
potassium (KOH).
» Mode opératoire
5g de I’huile d’olive sont solubilisés dans 20 ml d’un mélange d’éthanol 95% - éther
éthylique (v /v). Aprés ajout de quelques goutes de phénolphtaléine, on titre avec la solution
de KOH (0,1 N) jusqu'au virage de couleur vers le rose pale persistante au moins 10 secondes.
Un essai témoin (sans matiére grasse) est réalisé dans les mémes conditions.
> Expression des résultats
L’acidité est exprimée en pourcentage de poids d’acide ol€ique, elle est donnée par la
formule suivante :
A(%)=(V-Vo)xNxP/10xm

: nombre de ml de la solution KOH nécessaire pour neutraliser 1’échantillon (huile).
: nombre de ml de la solution KOH nécessaire pour neutraliser le blanc.
. prise d’essai en gramme.

: normalité de la solution KOH.

T zZz 3 < <

: masse molaire en g/ml de I’acide oléique qu’est égale a 282 g/ml.

<
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11-2-2-Indice de peroxyde
> Définition :

L’indice de peroxyde représente la quantité des substances de I’échantillon (exprimés
en milliéquivalent d’oxygene actif par kilogramme), qui oxydent I’iodure de potassium avec
libération d’iode.
> Principe

La méthode utilisée est celle du réglement C.E.E/2568/91. Elle repose sur le titrage
par une solution de thiosulfate de sodium les molécules d’iode libérées par oxydation des
iodures par les hydropéroxydes de 1’échantillon solubilis¢é dans un mélange acide
acetique/chloroforme.

R-CH - CH-R’ + 2CH3-COOH + 2KI — R-CH- CH-R’ + 2CH3COOK + H,0 + I,

L v/

Peroxyde Acide acétique lodure de Epoxyde Sel de potassium  Eau lode
Potassium

% L’iode libéré va agir avec le thiosulfate de sodium suivant la réaction suivante :

I, + NaS;03 5 2Nal + NayS40p
» Mode opératoire

2g d’huile d’olive sont solubilisés dans 10 ml de chloroforme et 15 ml d’acide

acétique glacial. Aprés I’ajout de 1 ml d’une solution d’iodure de potassium saturée, le
mélange est laissé a I’obscurité pendant 5 min a température ambiante apres une agitation
pendant une minute. Aprés I’ajout de 75 ml d’eau distillée et quelques gouttes d’empois
d’amidon, on titre I’iode avec une solution de thiosulfate de sodium (Na, S; O3) @ 0,01 N. Un

essai a blanc est effectué simultanément.
> Expression des résultats
IP=N (V- Vp) * 1000/ m (meq d’0, /Kg).
ou:
N: normalité de Na, S, O3 (0,01).
V et Vo : le volume en ml de Na, S; O3 nécessaire pour le titrage de 1’échantillon et 1’essai a
blanc respectivement.

m : masse en gramme de la prise d’essai.

0
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I1-3-La composition en acides gras

> Préparation des esters méthyliques
Les esters méthyliques sont préparés selon la norme internationale E.C, (2002),
relative aux corps gras d’origine animale et végétale. Un échantillon de 0,5 g de I’huile est
dissout dans 5 ml d’hexane, 0,5 ml d’une solution méthanolique d’hydroxyde de potassium
préparée (2N) sont ajoutes. Le tout est agité pendant 30 secondes, puis centrifugé a 3000
tour/min. 2 gouttes de surnagent sont prélevées et mélangées avec 1 ml d’hexane.
» Dosage qualitatif et quantitatif
Un volume de 1 ml des esters méthyliques sont injectés dans une chromatographie en
phase gazeuse équipée d’une colonne capillaire DP-23 de 30 m de longueur et de 0,32 um de
diamétre intérieur et une épaisseur de 0,25 um. La température du four est réglée a 200 °C,
celle de I’injecteur a 250° C. Le gaz utilisé est ’azote a 1 ml/min, fuite (Split on 1/100) et le
détecteur est a ionisation de flamme (FID).
Les acides gras sont identifiés en fonction de leur temps de rétention au niveau de la
colonne par comparaison a des acides gras étalons et le taux de chaque acide gras est

déterminé par le calcul des aires des pics correspondant.

I1-4-Dosage des pigments
11-4-1-Chlorophylles et caroténoides
D’aprés Minguez- Mosquera et al. (1991), une prise d’essai de 7,5 g d’huile d’olive
filtrée est dissoute dans 25 ml de cyclohexane. Les absorbances sont lues a 470 et 670 nm qui
correspond respectivement aux caroténoides et chlorophylles. Leurs teneurs sont déterminées
a partir de formules suivantes :
Caroténoides (mg kg ™) = (Au7o x 10°) / Eq x 100 xT

Chlorophylle (mg kg ™) = (As7o % 10°%) / Eg x 100 xT

A : absorbance.
T : trajet optique (épaisseur de la cuve 1 cm).
Eo: coefficient d’extinction spécifique pour la phéophytine comme composant majeur des

chlorophylles (613). Pour la lutéine comme composant majeur des caroténoides (2000).
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I1-5-Extraction et dosage des composés phénoliques

11-5-1-Extraction et dosage des polyphénols totaux

La méthode d’extraction liquide-liquide proposée par Satue et al. (1995), est utilisée.
5g d’huile d’olive sont dissouts dans 5 ml d’hexane. Les composés phénoliques sont extraits
trois fois avec 10 ml de méthanol/ eau (80 :20, vol/vol), les extraits méthanoliques obtenus
sont lavés avec 10 ml d’hexane.

Pour le dosage des composés phénoliques, 1 ml d’extrait méthanolique est additionné
de 1 ml du réactif de Folin-Ciocalteu dilué au 1/10 avec 10 ml d’eau distillée. La couleur est
développée aprés ’ajout de 0,8 ml de carbonate du sodium (Na,CO3) a 7,5% apres 30 min a
I’obscurité. L’absorbance est mesurée a 765 nm.

Les concentrations des composés phénoliques de différents échantillons sont
déterminées en utilisant une courbe étalon (annexe 3) établie dans les mémes conditions a

I’aide de I’acide gallique.

11-5-2-Flavonoides

Les flavonoides sont déterminés suivant la méthode de Kim et al. (2003), 0,03 ml de
nitrate de sodium a 5% est ajouté au mélange de 0,1 ml d’extrait méthanolique et 0,4 ml d’eau
distillée. Aprés une incubation de 5 min, le mélange est additionné de 0,02 ml de chlorure
d’aluminium a 2% et 0,2 ml d’hydroxyde de sodium (1 M), suivi d’un ajout de 0,25 ml d’eau
distillée. L’absorbance est mesurée a 510 nm et la teneur en flavonoides est exprimée en mg

équivalent de catéchine par 100 ml en se référant a une courbe d’étalonnage (annexe 3).

I1-5-3-Détermination de I’indice d’amertume

Elle est réalisée selon la méthode proposée par Gutierrez -Rosales et al. (1992). 1 g
d’huile d’olive filtrée, dissout dans 4ml d’hexane, est éluée a travers une colonne d’octadecyle
Cig préalablement activée avec 6 ml de méthanol et 10 ml d’hexane. La colonne est ensuite
lavée avec 10 ml d’hexane pour éliminer toutes traces de gras et la fraction polaire retenue est
éluée avec 25 ml de méthanol a 95%. L’absorbance est mesurée a 225 nm en utilisant comme

référence le méthanol.

0
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11-6-Etude de I’activité antioxydante de I’huile d’olive

I1-6-1-Activité antiradicalaire des extraits méthanoliques

11-6-1-1-Activité antiradicalaire des extraits méthanoliques contre le radical
DPPH

L’effet des extraits méthanoliques des différents échantillons d’huile contre le radical
DPPH-' est mesuré, suivant le protocole d’Amro et al. (2002). 1 ml d’extrait méthanolique a
été mélangé avec 1 ml de la solution DPPH préparée & 10* mM dans le méthanol.
L’absorbance est mesurée a 515 nm aprés 30 min d’incubation a 1I’obscurité.

L’activité antiradicalaire est exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique /kg d’huile
en se référant a une courbe d’étalonnage (annexe 3). Les pourcentages d’inhibition du radical
DPPH sont déterminés comme suit:

(%) d’inhibition du DPPH = (Ac — Ae / Ac)*100

Ac : absorbance du contréle.

Ae : absorbance de 1’échantillon.

11-6-1-2-Activité scavenger de I’huile contre le radical DPPH
Le protocole décrit par Ramadan et al. (2006), est utilisé pour mesurer 1’activité
antiradicalaire de I’huile. Différentes concentrations en huile sont préparées en dissolvant une

quantité d’huile dans un volume approprié¢ de toluene.

Une prise d’essai de 1 ml de la solution toluédique est mélangée avec 3,9 ml de la
solution DPPH préparée avec le toluéne. L’absorbance est mesurée a 517 nm aprés 30 min

d’incubation a I’obscurité, en utilisant une courbe d’étalon (annexe 3).
Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH est calculé par la formule suivante :

(%) d’inhibition du DPPH = (Ac — Ae / Ac)*100
Ac : absorbance du contréle.

Ae : absorbance de 1’échantillon.

11-6-2- Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est déterminé suivant la méthode décrite par Oyaizu (1986). 1,25
ml du tampon phosphate salin (PBS) est ajouté a 0,5 ml d’extrait méthanolique et 1,25 ml de
ferrycanide K3F, (CNC) a 1%. Le mélange est incubé a une température de 50° C pendant 30

min. Une centrifugation de 5000 tours/min pendant 10 min aprés I’ajout de Trichloracétique

0
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acide (TCA) a 10% est réalisee. Le volume de 1,25 ml de surnageant est mélangé avec le
méme volume de I’cau distillée. Finalement, ce dernier mélange est additionné de 0,5 ml de
Fe Cl3S a 0,2%, I’absorbance est mesurée a 700 nm contre un blanc en se référant a une

courbe d’étalonnage (annexe 3).

I1-7-Analyse statistique
L’analyse statistique des résultats est effectuée avec 1’application « ANOVA » suivie du
test de Newman—Keuls a 1’aide d’un logiciel Statistica 5.5. Le degré de signification des
résultats est pris a la probabilité p < 0,05.
Les résultats présentés représentent la moyenne de trois essais, a I’exception de

I’analyse des acides gras.
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| -Résultats et discussion

I-1- Indice de maturité

Les indices sont de 5,11+ 0,16 et 4,4+0,17 respectivement pour les olives récoltées et
les olives ramassées. Bien que les échantillons appartiennent a la méme variété et récoltées a
la méme période, ils présentent des valeurs différentes qui peuvent étre liée aux

caractéristiques de maturité propres a chaque échantillon.

I1- Méthodes d’analyses
I1-1- Analyses physiques
I1-1-1- L extinction spécifique dans I’UV

Les résultats obtenus montrent que les extinctions spécifiques a 232 et 270 nm
diminuent avec 1I’augmentation des taux de poudre ajouté (figures n° 03, 04).

Concernant le K3, (figure n°03), I’huile témoin issue des olives ramassées présente
une valeur élevée par rapport au témoin des olives récoltées a la main sans toutefois dépasser
la norme COI des huiles extra- vierge. L’addition de pourcentages croissants de poudre
(1,5%, 3%) entraine une réduction de Ky3, qui pourrait étre liée a une action des composés
des feuilles sur les diénes conjugués qui absorbent a 232 nm. Nos résultats sont en accord
avec ceux de Giovacchino et al. (1996) qui ont noté des réductions légeres (0% : 2,01 ;
1% :1,88 ; 3% :1,95) et en désaccord avec ceux de Malherio et al. (2013) qui ont enregistré
des augmentations significatives (0% :1,63 ; 1% : 1,93 ; 2,5% : 1,92).

1;8 7 ab ab d a ab o
1,5 -
£ 12 -
[
N 09 -
N
X 0,6 -
0,3 -
O n T T T T T T T 1
N o ol) o o 0
R A
Q (9 Q > >
¥ & AR G R
Echantillons

Figure 03 : Absorbance & 232 nm des différents échantillons de I’huile d’olive de la variété
Chemlal.

Effet de [’échantillon a>b >c.
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Les mémes observations sont notées pour 1’évolution de I’extinction spécifique a 270
nm (figure 04). Les diminutions sont synonymes d’une diminution de la formation des
produits d’oxydation primaires et secondaires. Nos résultats sont différents de ceux obtenus
par, Giovacchino et al. (1996) et Malherio et al. (2013) qui ont noté des augmentations

significatives.
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Figure 04 : Absorbance a 270nm des différents échantillons de I’huile d’olive de la variété
Chemlal.

11-1-2- L’humidité de la poudre et teneur en matieres grasses

La teneur en eau de la poudre est de I’ordre de 5,84%. Cette eau residuelle
probablement liée refléte les conditions dans lesquelles est effectué le séchage (laboratoire a
Température ambiante).

La poudre des feuilles n’est pas riche en matiéres grasses, le rendement n’est que de
3,92%. Ce résultat nous parait comparable a ceux obtenus par Boudhrioua et al. (2009) pour
les variétés tunisiennes (Chemali, Chemchali, Zarrazi et Chétoui ) dont la teneur varie entre
1.38 et 2.13% de la matiére fraiche, et tres inférieur a la teneur de la variété turque Memecik
(6.54 %) (Erbay et Licier, 2009).

I1-1-3- Le rendement en huile
Le rendement d’extraction a €té evalué en utilisant 1’oleodoseur de laboratoire. Les
résultats obtenus montrent que 1’ajout de la poudre entraine une augmentation significative du

rendement pour 1’échantillon récolté, lors qu’il le réduit 1égérement pour les olives ramassées.
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Ceci montre que lorsque les structures cellulaires des olives ne sont pas altérées,
I’ajout de poudre des feuilles peut entrainer une amélioration du rendement d’extraction de
I’huile.

Tableau VI: Le rendement en huile (en %).

Enchantions Olives récoltées Olives ramassées

% de poudre

des fevilles 0% 15 % 3% 0% 15 % 3%
d’olivier

% d’huile 11 14,33 16,67 14 12,67 12,67
d’olive

I1-2- Analyses chimiques
11-2-1- Acidité
Les résultats obtenus (figure n°05), montrent que 1’acidité de 1’huile ramassée est trés

élevée par rapport au témoin récolté a la main avec des valeurs respectivement de 1,62 et 0,8.
Les huiles sont classées respectivement vierge et extra vierge (COI, 2015).
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Figure 05 : Acidité des différents échantillons de I’huile d’olive de la variété Chemlal.

L’addition de la poudre réduit de facon significative ’acidité des olives récoltées a la
main, alors qu’elle est sans effets pour les olives ramassées. Nos résultats sont différents de
ceux obtenus par Malherio et al. (2013) qui ont noté des augmentations légéres avec

I’augmentation du pourcentage de poudre additionnée.
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La diminution de I’acidité selon Garcia et al. (1996) et Talhaoui et al. (2015) serait

liée a I’action de I’oleuropéine présente dans les feuilles.

11-2-2- Indice de peroxyde

L’IP est un paramétre de qualité qui est déterminé durant la production de I’huile d’olive
et son stockage (Nouros et al., 1999). Les résultats obtenus (figure n°06), montrent une
diminution l1égére de 1’indice de peroxyde, avec 1’augmentation des pourcentages de poudre,
pour les olives recoltées et ramassees. Contrairement au parameétre d’acidité, ’indice de
peroxyde des olives ramassées est plus faible que celui des olives récoltées. Les valeurs sont
tres inférieures a la norme fixée par COI qui est de 20 meq d’O,/ Kg. Nos résultats sont en
désaccord avec ceux de Malherio et al. (2013) qui ont noté une augmentation substantielle de

ce parametre.
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Figure 06 : Indice de peroxyde des différents échantillons de I’huile d’olive de la variété
Chemlal.

I1-3-Composition en acides gras

Les résultats obtenus (tableau VII, figure 07) montrent que 1’acide gras prédominant
est ’acide oléique, suivi par les acides palmitique et linoléique. D’autres acides gras sont
présents en faible quantité : palmitoléique, stéarique, linolénique et gadoleique. Les huiles
témoins issues des olives récoltées et olives ramassées présentent des différences en acides
oléique et linoléique qui peuvent étre expliquées par I’indice de maturité de chaque

échantillon. Le pourcentage de I'acide linoléique (C18:2) plus important comparativement aux
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autres acides gras insaturés, peut étre expliqué par la présence de I'enzyme, I'Oléate désaturase
qui transforme l'acide oléique (C18: 1) en acide linoléique au cours de la maturation
(Gutiérrez et al., 1999).

L addition de la poudre & des taux croissants a la pate des olives récoltées et ramassées
n’entraine pas de variations sensibles dans la quantité des différents acides gras. Ceci peut
étre expliqué par le faible apport en lipides (5% MS) de la poudre des feuilles. Selon
Cavalheiro et al. (2015), le type d’acides gras insaturés présents dans les feuilles d'olive est
tres différent de celui observé dans I'huile d'olive. L'acide oléique est l'acide gras insaturé
principal dans I'huile olive, tandis que dans les feuilles l'acide linolénique prédomine.
Tsiplakou et Zervas (2008) ont étudié la composition des lipides des feuilles (la variété n'a
pas été signalée) et ont trouvé les valeurs suivantes pour les acides gras C14: 0 (2,1 £ 0,1%),
C16: 0 (21,0 + 0,51%),C18: 0(2,4 + 0,06%), C18: 1 (12,8 + 0,36%), C18: 2n: 6¢c (13,1
0,79%), et C18: 3n: 3 (37,0 + 0,66%).

Globalement, nos résultats sont conformes aux spécifications exigées par la norme
(COl, 2015) et en accord avec ceux de Malherio et al. (2013).

Tableau VII : La composition en acides gras des différents échantillons de I’huile d’olive.

Acides gras Formule brute Olives récoltées (Rec) Olives ramassées (Ram)
0% 1,5% 3% 0% 1,5% 3%
Acide palmitique Cl6:0 16,41 16,79 16,79 17,16 16,95 17,4
Acide C16:1 1,88 2,05 205 1,86 1,87 1,88
palmitoléique
Acide stéarique C18:0 2,42 2,33 2,33 1,95 1,92 1,92
Acide oléique C18:1(n-9) 57,83 57,12 57,12 60,78 60,56 60,56
Acide oléique C18:1(n-7) 3,03 3,25 3,32 3,67 3,72 3,75
Acide linoléique C18:2 16,67 17,28 17,28 13,41 13,53 13,54
Acide linolénique C18:3 0,60 0,64 0,64 0,73 0,72 0,72
Acide gadoleique C20:0 0,42 0,42 0,42 0,43 0,42 0,4
Acides gras 19,25 19,54 19,54 19,29 19,29 19,72
saturés (AGS)
Acides Gras 80,01 80,34 80,19 80,45 80,40 80,13
Insaturés (AGI)

N1
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Figure 07: Profil en acide gras de I’huile d’olive de la variété Chemlal.

I1-4- Dosage des pigments
I1-4-1- Chlorophylles

La chlorophylle est un caractére de I’huile d’olive vierge (Malheiro et al., 2013). Elle
dépend de plusieurs facteurs comme le facteur génétique, le stade de maturité, la qualité de

fruits, le proces d’extraction et les conditions de stockage (Diraman et Dibeklioglu, 2009).
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Figure 08 : Teneur en chlorophylles des différents échantillons de I’huile d’olive de la variéte
Chemlal.
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Selon les résultats de la figure 08, on remarque que la quantité de la chlorophylle
augmente avec l’augmentation de pourcentage de poudre des feuilles pour tous les
échantillons comparativement a leurs témoins respectifs. Nos résultats confirment ceux de Di-
Giovacchino et al. (1996) et Sevim et al. (2013). La couleur de I’huile d’olive issue des
échantillons additionnée de poudre de feuilles devient vert foncé par rapport au témoin. Cette

augmentation est liée a la richesse des feuilles en chlorophylles (pigments vert des végétaux).

11-4-2- Caroténoides

Les résultats obtenus sont mentionnés dans la figure 09. Les caroténoides évoluent de
facon similaire aux chlorophylles, ce qui laisse penser que les feuilles sont également riches
en caroténoides. Si les chlorophylles peuvent avoir un effet négatif (effet prooxydant) lors du
stockage de I’huile, les caroténoides sont importants du point de vue nutritionnel. Le -
carotene est considéré comme une provitamine. Nos résultats sont concordants avec ceux de

Malheiro et al. (2013).
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Figure 09 : Teneur en caroténoides des différents échantillons de I’huile d’olive de la variété
Chemlal.

I1-5- Extraction et dosage des composes phénoliques
I1-5-1- Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont importants pour la stabilité oxydative et 1’activité
antioxydante (Bouaziz, 2008). Les composes phénoliques sont affectés par les conditions

climatiques, le stade de maturité, le stockage des olives... (Galvano, 2007).
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Les résultats obtenus (figure 10), montrent que 1’addition des poudres de feuilles
n’entraine pas une variation importante de la teneur de ces composés pour les olives récoltées
a la main, alors qu’elle produit une augmentation significative pour les olives ramassées pour
un pourcentage de 3 % de poudre additionnée.

Cette augmentation serait liee a la richesse des feuilles en composés phénoliques,
notamment 1’oleuropeine (Sevim et al., 2013). Ces auteurs ont noté une augmentation de
I’ordre de 7.76 % pour un taux de 3% de poudre additionnée. Selon Silva et al. (2006), le
verbascoside, la lutéoline -7-glucoside et 1’oleurop€ine sont des composés abondant dans les
feuilles.

La période de récolte des olives et le systéme d’extraction de 1’huile sont aussi des facteurs
qui influencent la teneur en composes phénoliques. Les fruits récoltés mures sont moins

riches en composés phénoliques que les fruits récoltés au stade vert (Brahmi et al., 2013)

300 -
—~~ c ¢ ¢
O 250 -
<: 200
Wi i
= b
g 150 - a a
$ 100 -
g
e 50 -
©
<
o 0 i T T T T T T T 1
8
23 AN A\ A\ AN A\ AN
8_ \Qo\o <:§\0 \fg\o \Q°\° (‘8\0 \og\o
€ & N & N @Q' S
Echantillons

Figure 10 : Teneur en composés phénoliques des différents échantillons de I’huile d’olive de

la variété Chemlal.

11-5-2- Flavonoides

L’évolution des flavonoides de I’huile d’olive issue des olives récoltées et ramassées
en fonction du pourcentage de poudre des feuilles est montrée dans la figure 11. Une
augmentation significative des flavonoides (P< 0,05) est notée pour les olives ramassées pour
un taux de 3 % de poudre de feuilles d’olivier. L’addition de poudre de feuilles enrichit

légérement 1’huile d’olive en flavonoides. Selon Brahmi et al. (2013), les composés
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phénoliques totaux, les O-diphénols et les flavonoides augmentent dans les feuilles d’olivier

qui ont terminé leur développement et diminue dans les fruits mures.
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Figure 11 : Teneur en flavonoides des différents échantillons de I’huile d’olive de la variété
Chemlal.

[1-5-3- Détermination de I’indice d’amertume
L’amertume est considérée comme un attribut positif a des intensités tolérables dans
I’huile d’olive vierge (Inarejos-Garcia et al., 2009). Les indices d’amertume enregistrés pour

nos échantillons de I’huile sont représentés dans la figure 12.
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Figure 12 : Indices d’amertume des différents échantillons de I’huile d’olive de la variété
Chemlal.
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L’addition des feuilles a entrainé une légére diminution de I’amertume, synonyme
d’une perte en composés phénoliques plus soluble dans la phase aqueuse (eau) que dans

I’huile d’olive.

11-6- Etude de activité antioxydante de I’huile d’olive

I1-6-1-Activité antiradicalaire des extraits méthanoliques

11-6-1-1-Activité antiradicalaire des extraits méthanoliques contre le radical
DPPH

Les résultats, exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique et en
pourcentage d’inhibition du radical DPPH, sont illustrés dans les figures 13 ,14. Il en ressort
une amélioration significative de ’activité antiradicalaire des différents échantillons (olives
récoltées et olives ramassées) méme pour un taux de 1,5% de poudre de feuilles ajoutés. Des
différences significatives sont notées entre tous les échantillons. Le pourcentage d’inhibition
exerce par 1’échantillon témoin (olives récoltées) est élevé, ceci confirme la richesse de notre

huile en composés phénoliques.
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Figure 13 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH" des extraits méthanoliques d’huile de
I’olive de la variété Chemlal.

Les valeurs des échantillons ramassées sont tres faibles par rapport aux olives
récoltées, ce qui montre que le ramassage des olives n’est pas approprié pour obtention des

huiles de qualité.
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Figure 14 : Activité anti radicalaire des extraits méthanoliques des échantillons de I’huile

d’olive de la variété Chemlal.

Plusieurs recherches ont montré que I’activité anti radicalaire est influencée par la
présence des composés phénoliques et les tocophérols (Jiang, 2005 ; Bosk, 2006).
L’augmentation de la capacité antioxydante serait liée a la richesse des feuilles en composés
phénoliques. Nos résultats sont différents de ceux obtenus par Sevim et al., 2013 qui ont noté

une stabilité de cette activité.
11-6-1-2- Activité scavenger de I’huile contre le radical DPPH

Les résultats obtenus (figure 15), montrent que 1’activité scavenger est améliorée de
facon significative (p<0.05) pour les huiles issues des olives ramassées additionnés de poudre
des feuilles. Cette augmentation peut étre interprétée par un apport des feuilles en composés

phénoligues non oxydés (Ramdan et Morsel, 2006).

L’activité antiradicalaire de I’huile est plus importante que celle des extraits

méthanoliques.
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Figure 15 : Activité anti radicalaire des différents échantillons de I’huile d’olive contre le
radical DPPH

11-6-2- Pouvoir réducteur des extraits methanoliques
Les résultats du pouvoir réducteur des extraits méthanoliques des huiles exprimés en

milligramme d’équivalent d’acide ascorbique/kg de I’huile sont représentés dans la figure 16.
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Figure 16 : Pouvoir réducteur des extraits méhtanoliques des échantillons de I’huile d’olive

de la variété Chemlal.

On remarque qu’il y’ a une diminution significative (P< 0,05) du pouvoir réducteur
avec I’augmentation des pourcentages de poudre de feuilles. Ceci serait lié aux flavonoides

présents dans les feuilles.
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Conclusion

Le présent travail a été réalisé en vue d’étudier I’influence de 1’ajout de poudre des
feuilles d’olivier de la variété Chemal a des taux de 1.5 et 3% a des échantillons différents
(olives recoltées, olives ramassées) de la méme variété sur le rendement en huile les indices
de qualites, les pigments, les antioxydants (composés phénoliques) ainsi que ’activité des

huiles issues. Au terme de ce travail, il est possible de retenir les remarques suivantes :

L’huile témoin issue des olives récoltées présente de meilleures caractéristiques que

celle issue des olives ramassées.

L’ajout de la poudre entraine une augmentation significative du rendement en huile
pour 1’échantillon d’olives récoltées, alors qu’il réduit 1égeérement le rendement pour les olives
ramassées.

L’addition des poudres de feuilles entraine une augmentation de la teneur en
chlorophylles et caroténoides, une réduction des valeurs des indices de qualité (acidité,
indice de peroxyde, Ky et Kyz) et une stabilité dans la composition qualitative et

quantitative des acides gras.

La feuille d’olivier Chemlal permet d’améliorer la teneur en composés phénoliques,
flavonoides, ce qui s’est répercuté sur l’activité antioxydante des huiles et des extraits

particulierement des olives ramassés.

Pour mieux valoriser ce travail, il nous parait utile d’évaluer la stabilité oxydative
des huiles d’olive et d’identifier les différents composés phénoliques des feuilles et des

huiles. D’autres themes peuvent étre réalisés tels que :

- L’addition des extraits de feuilles a des huiles de table.

- Suivre ’accumulation des composés phénoliques au niveau des feuilles au cours
de leur cycle de développement.

- Essai d’addition des extraits feuilles dans le but d’améliorer la conservation des

produits.

Nous estimons que les feuilles d'olivier pourraient étre, pour un faible codt, une
source d'antioxydants phénoliques renouvelable et abondante, avec une utilisation

puissante dans les aliments gras.
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Annexe |

Tableau | : Composition de I’olive en % (loannis therios, 2009)

composants Proportion (%)
Humidité 50-75
Lipide (huile) 10-30
Sucre réducteur 2-6
Sucre non réducteur 0.1-0.3
Protéine 1-2
Fibre 1-4
Composeés phénoliques 1-3
Acides organiques 0.5-1.0
Substance pectine 0.3-0.6
Minéraux 0.6-1.0
Autres 3-7




Annexe Il

Tableau I1 : Composition des triglycérides en pourcentage (Ollivier et al., 2003).

Triglycérides Limites Moyenne (%)
LLL 0,01- 0,90 0,13
OLnL + PoLL 0,02-0,85 0,24
PLnL 0,00-0,29 0,06
LOL 0,13-6,20 1,90
OLNnO + PoOL 0,52 - 2,46 1,36
PLnO + PPoL 0,25-1,35 0,64
LOO + LnPP 7,48 — 23,27 13,93
PoOO 0,14-3,21 1,10
PLO +SLL 2,16 -11,71 5,57
PLP 0,00-1,53 0,46
00O + PoPP 27,32 - 58,76 44,69
SLO 0,00 -1,77 0,52
POO 14,69 — 27,65 20,03
POP 0,45-5,38 3,08
SO0 0,49 7,22 3,72
POS + SLS 0,37 -3,47 0,85
PPS 0,23-1,03 0,52
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Figure 1: Courbe d’étalonnage pour le dosage des caroténes (a) et des composes

phénoliques (b).
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Figure 2: Courbe d’étalonnage pour les flavonoides (a) et I’activité antiradicalaire de

I’extrait méthanolique contre le radical DPPH (b).
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Figure 3 : Courbe d’étalonnage de pouvoir réducteur.




Tableau I11 : Paramétres de qualités des huiles d’olive

Annexe [V

échantillons | A% 1P Koz K27 caroténoide chlorophylle Indice
d’amertume
Rec 0% 0,775 +0,0035 b 2,4875x0,01 bc 1,539+0,024 ab 0,150+0,002 b 0,875+0,085 a 1,443+0,008 ¢ 2,09+0,01d
Rec 1,5% 0,4995 +0,004 a 1,5+0,5 ab 1,470+0,026 ab 0,144+0,004 b 1,275+0,435 b 2,055+0,016 bc 1,960,005 ¢
Rec 3% 0,382+ 0,059 a 1,460,129 ab 1,447+0,027 d 0,139+0,002 b 2,260,07 d 2,91+0,059 b 1,91+0,05 b
Ram 0% 1,635 +0,003 ¢ 0,493+0,0035 a 1,601+0,005 a 0,148+0,003 b 0,705+0,045 a 1,313+0,008 d 2,11+0,005 d
Ram 1,5% 1,572+0,053 ¢ 0,49+0 a 1,523+0,078 ab 0,128+0 a 1,335+0,225 ¢ 2,430,016 b 2,11+0,003 d
R am3% 1,546+0,036 ¢ 0,47+0,03 a 1,422+0,022 cd 0,124+0,004 a 2,26+0,08 f 3,482+0,057 a 1,960,002 ¢
échantillons Composés flavonoides Pouvoirs Activité La Activité La
phénoliques réducteurs antioxydante concentration antioxydante | concentration
des extraits d’activité des huiles d’activité
antioxydante antioxydante
des extraits des huiles
Rec 0% 254,04+1,19 ¢ 188,3x1c 940,6+2,12 f 85,73+0,003 d 98,72+0,36 d 85,73+0,003 d 16,92+0,07 d
Rec 1,5% 259,64+3,44 ¢ 178,3+1 bc 918,13+1531 e 87,69+0,0008 f 100,98+0,11 f 87,69+0,001 d 16,96+0,12 d
Rec 3% 261,04+12,19 ¢ 171,4+0b 575,5+4,24 a 88,62+0,003 g 103,05+0,44 g 88,62+0,003 d 16,97+0,05 d
Ram 0% 125,86+2,49 a 201,25+3,95d 721,3+3,67d 21,95+0,001 a 25,28+0,17 a 21,95+0,002 a 9,54+0,04 a
Ram 1,5% 133,55+3,74 a 175,35+1,95 d 695,7+5,61 ¢ 25,83+0,002 b 29,74+0,34 b 25,83+0,003 b 10,13+0,04 b
Ram 3% 164,32+10,89b | 152,45+2,95a 680,+3,67 b 26,99:+0,0008 ¢ 31,010 ¢ 26,99+0,001 ¢ 10,60,4 ¢

Les valeurs représentent la moyenne de trio répétition * I’écart type, les valeurs de la

méme colonne avec différentes lettres montrent une différente significatifs < 0,05.



AnnexeV

Tableau 1V : Solvants et réactifs utilisés au cours du travail.

Nom du produit Marque Pays de fabricant
Acide acétique glaciale BIOCHEM Quebec
Chemopharma
Acide gallique BIOCHEM Quebec
monohydrate Chemopharma
Acide Ascorbique BIOCHEM Goergia
Chemopharma
Amidon SIGMA-ALDRICH Germany
Carbonate de sodium Germany
decahydrique a 7,5 % SIGMA-ALDRICH
Chloroforme BIOCHEM EC( France)
Chemopharma
Chlorure d’aluminium a BIOCHEM USA
2% Chemopharma
cyclohexane BIOCHEM Quebec
Chemopharma
DPPH (2,2-Diphémyl-1- SIGMA-ALDRICH Germany
picrylhydrazyl)
Ethanol SIGMA-ALORICH Brazil
Ether éthylique BIOCHEM EC
Chemopharma
Ferrocyanure BIOCHEM Quebec
Chemopharma
Folin-Ciocalteu 1/10 BIOCHEM France
Chemopharma
Hexane BIOCHEM Quebec
Chemopharma
Hydroxyde de sodium BIOCHEM Quebec
Chemopharma
Hydroxyde de potassium BIOCHEM Quebec
Chemopharma
lodure de potassium BIOCHEM Quebec
Chemopharma
Meéthanol a 98% BIOCHEM Quebec
Chemopharma
guerceétine Riedel-de Haén Germany
Sulfate anhydre SIGMA-ALDRICH Austria
Thiosulfate de sodium BIOCHEM Georgia
Chemopharma
Toléune BIOCHEM Quebec
Chemopharma
Trichloruracétique acide BIOCHEM Georgia
Chemopharma
Phénol phtaleine SIGMA-ALDRICH EC
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Tableau V : Le matériel utilisé au cours du travail.

Matériels

Les appareils

AN N N NN N U N U N N

Ampoule a décanté
Beéchers

Burette graduée

Cuve en verre et en quartz
Colonne d’octadecyle C18
Embouts

Entonnoir

Eprouvettes graduées
Erlenmeyer

Fiole jaugé

Pipettes graduée

Tubes a essais

SR N N N N N N SR

<X

Balance de précision (OHAUS)
Centrifugeuse (Hettich
ZENTRIFUGEN)

Dessiccateur

Etuve (Memmert)

Micropipettes

Plague magnétique agitatrice (VELP
SCIENTIFICA)

Réfrigérateur (Condor)

Rota vapeur (BOECO Germany )
Soxlhet (Behrotest extraktionsstuck)
Spectrophotometre (UV-Vis
Spectrophotometer, Spectro Scan 50)
Vortex (VELP SCIENTIFICA)

Oléodoseur




Résumé

Le but de ce travail était de vérifier I’effet de 1’addition de poudre des feuilles d’olivier a des
pourcentages croissants (0%, 1.5% et 3%) durant le processus d’extraction sur la qualité de I’huile
d’olive. Deux échantillons d’olives appartenant a la variété Chemlal, I’un récolté a la main et ’autre
ramassé, ont été prélevés a la fin du mois de janvier 2016. Le rendement, les parametres de qualités, le
profil en AG, le contenu en chlorophylles et caroténoides, les composés phénoliques, les flavonoides
et I’activité antioxydante (pouvoir réducteur et DPPH) ont été évalués.

Selon les critéres cités dans la norme COI (2015), les huiles issues des olives récoltées et
ramassées sont classées respectivement dans les catégories vierge-extra et vierges.

L’addition de la poudre de feuille de Chemlal a entrainé une augmentation sensible du
rendement en huile pour les olives récoltées.

L’addition de poudre de feuilles d’olivier induit une légére diminution d’acidité, IP, Ky, et
Ky, €t une augmentation de la teneur en chlorophylles et caroténoides des huiles. L’activité
antioxydante a été sensiblement améliorée notamment pour les huiles issues des olives ramassées
suite a I’apport en composes.

Mots clés : antioxydants, feuilles d’olivier, huile d’olive, processus d’extraction, qualité et variété.
Abstract

The purpose of this work was to verify the effect of the addition of powder olive leaves in
increasing percentages (0 %, 1.5% and 3 %) during the process of extraction on the quality of the olive
oil. Tow samples of olives belonging to the variety Chemlal, one collected with the hand and the other
one picked up at the end of January 2016. The yield, the quality parameters, the profile AG, the
contents in chlorophylls and carotenoids, the phenolics compounds, flavonoids and the antioxidant

activity (reducing power and DPPH) were estimated.

According to the criteria cited in the standard I0C (2015), oil stemming from collected olives

and are respectively classified in the extra- virgin and the virgin categories.

The addition of the powder of sheet (leaf) of Chemlal has entrained a sensitive increase of the

yield (efficiency) in oil for the collected (harvested) olives.

The addition of powders of leaves of olive tree leads to a light decrease of acidity, IP, Ky, and Ky ,
and an increase of the content in chlorophylls and carotenoids of oil. The antioxidant activity was
appreciably improved in particular for oil stemming from olives collected further to the contribution in

compounds.

Keywords: antioxidant, leaves of olive tree, olive oil, process of extraction, quality and variety.
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