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Introduction générale

Introduction

L’olivier (Olea europea L.), est un arbre ancestral profondément ancré dans les
civilisations méditerranéennes et arabo-musulmanes, a toujours constitué de par sa forte
charge emblématique en termes de paix et de prospérité, un facteur d’atténuation des clivages
culturels des peuples du Bassin méditerranéen. De nos jours, la place de I’oléiculture sur
I’échiquier agricole méditerranéen ne cesse de se raffermir et le rayonnement de ses produits

sur le marché mondial des denrées alimentaires ne fait que s’élargir (Mataix et Barbancho,
2006).

En Algérie, I’oléiculture a connu un développement exponentiel au cours de ces
derniéres années. Elle occupe aujourd’hui une superficie importante de 400 000 hectares, soit
40 % de la surface arboricole nationale. La production oléicole a enregistré de bonnes
performances durant la derniére décennie, ou la production d’olives de table a plus que
quadruplé, passant de 346 730 quintaux (gx) en 2000 a plus de 1.4 million de gx en 2012 ;
alors que celle destiné a I’extraction de I’huile d’olive a doublé atteignant un total de 50 000

tonnes en 2012 (Madr, 2013).

L’olivier est considéré comme une plante médicinale réservoir de composé naturels a
haute valeur ajouté, en effet certain composeé identifié dans les extraits des olives telles que les
acides phénoliques, alcools phénoliques, flavonoides et des secoiridoides sont connus pour
avoir divers propriétés thérapeutiques : anti-inflammatoires, anti-cancérigénes, anti-oxydantes
et biologiques (Silva et al., 2006).L’extraction des composés bioactifs a partir de la maticre
végétale, notamment le cas des polyphénols est une étape tres importante dans la séparation et
I'identification des composés phénoliques. En conséquence, divers techniques ont été
développées et améliorées pour ’extraction de cette fraction, ainsi plusieurs auteurs ont mis en
évidence l'influence des différentes conditions d’extraction sur les rendements et la teneur en

composés phénoliques des extraits végétaux (Bonnaillieet al., 2012 ; Jokicet al., 2010).

La solubilité des composés phénoliques dépend de leur nature chimique, en étant tres
variées, avec des formes simples et d’autres plus complexe. Cette diversité structurale est
responsable de la grande variabilité des proprietés physico-chimiques influencant I'extraction
des polyphénols (Koffi et al ., 2010). Entre autre, la solubilité des composés phénoliques est
affectée par la polarité du solvant et de la quantité utilisée. Par conséquent, il est trés difficile
de développer un procédé d'extraction adéquat a I'extraction de tous les composés phénoliques
de la plante (Jokicet al., 2010 ; Garcia et al., 2010).

1
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Dans ce contexte, cette étude a pour objectif identifier la meilleure méthode
d’extraction de la fraction phénolique et chlorophyllienne de la pulpe d’olive de la variété
algérienne « Bouchouk », en utilisant différentes techniques d’extraction (ultrason, agitation),

et différentes types et concentrations de solvants d’extraction.
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Synthése bibliographique Généralité sur Olea europea .L

1.1. L’olivier

1.1.1. Description générale

L’olivier (Olea europea L.) est un arbre méditerranéen par excellence originaire d’un climat
sub-tropical sec, de taille moyenne, a tronc tortueux, écore grisatre crevassée, bois dur et dense, il
peut atteindre quinze a vingt metres de hauteur et vivre trés longtemps (Lavee, 1997). 1l s’adapte
aux conditions extrémes de 1’environnement telles que : la secheresse, la salinité, la chaleur et a des
basses températures, mais il craint le gel aussi bien que I’humidité et il s’accommode d’une
intensité lumineuse importante et une pluviométrie d’environ 220 mm par an (Fontanazza et
Prezziosi., 1969 ; Maas et Hoffman., 1977). Il peut s’adapter a divers types de sols parfois trés
pauvres et secs mais bien aérés, son potenticl d’adaptation est dii a I’anatomie spéciale de ses
feuilles, de son systéeme radiculaire et de son haut niveau de régénération morphologique (Lavee,
1992).

Le diametre de son tronc est entre 1.50 a 2 m dans les régions relativement chaudes a forte
pluviométrie ou abondamment irriguées  en été tandis que dans les climats froids les arbres sont
généeralement plus petites (Loussert et Brousse, 1978). A 1’état naturel, il se maintient en boule

compacte et épineuse.

L’olivier exige une forte luminosit¢ pour la différenciation des bourgeons a fleurs et le
développement des pousses. Dans la plupart des cultures, les fruits se retrouvent a la surface de la

frondaison et sa fructification est bisannuelle dans toutes les conditions de croissance.L’olivier est

une plante diploide (2n=46) a des degrés d’auto-fertilité différents (Lavee, 1997) (Figure 01).

]

Figure 01 : Une oliveraie dans la région de M’chedallah (original, 2018).
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1.1.2. Historique

L’olivier est I’un des grands symboles du paysage méditerranéen, un signe d’identité culturelle,
un élément enraciné dans nos usages, coutumes et expressions qui s’est consolidé progressivement
jusqu’a devenir la souche essentielle de ce que 1’on appelle la culture méditerranéenne. L’origine
de cette culture se perd dans la nuit des temps, son extension coincide et se confond avec celle
des civilisations qui se sont succédé dans le Bassin méditerranéen (Loussert et Brousse ., 1978).

Les premicres marques sauvages de 1’olivier ont été retrouvées en Asie mineure. Des fouilles
sur des sites préhistoriques ont permis de retrouver des feuilles fossilisées datant du paléolithique
ou du néolithique ainsi que des traces de charbon et de pollens, en bordure du Sahara datant
d’environ 12000 ans avant J-C. On ne connait pas avec certitude le lieu ou I’homme a
commencé a cultiver 1’olivier, mais on s’accorde a reconnaitre que 3500 ans avant J-C, elle se

serait faite en Syrie (Loumou, 2003).

Dans I’Afrique du nord, I’oléastre y existait probablement bien avant le XIle millénaire et le
terme « Azemmour » qui désigne I’olivier dans la langue berbére, ne peut se rattacher a aucune
racine sémitique, suggérant par-la que la culture de D’olivier était antérieur a I’arrivé des
Phéniciens (XI e siécle avant J.C). A I’arrivée des Romains en Afrique du Nord, les Berbéres
savaient greffer les oléastres, alors que dans le territoire occupé par les Carthaginois une véritable
culture avait commencé a se répandre. Rome allait donc profiter de I’expérience punique pour
étendre la culture de I’olivier a tout le territoire occupé par elle. De nos jours, I’olivier a largement
diffusé au-dela de son air d’origine suite a sa dispersion par I’homme au Etats Unis, en Australie,

a la Nouvelle Zélande et méme dans les lles du pacifique (Green., 2002) (Figure 02).

Figure 02 : Moulins a olives (meules et pressoirs), Ibahrisséne (Petite Kabylie, route Akbou — EI-
Kseur) (Clichés, 1968).



Synthése bibliographique Généralité sur Olea europea .L

1.1.3. Classification botanique

L’olivier (Olea europea L.) est une plante ligneuse a feuilles opposées et a fruits charnus
riche en huile (Flahault, 1986). Le genre Olea regroupe 33 especes différentes dont la plupart sont
des arbustres ou des arbres originaires des régions chaudes ou les conditions de croissance sont
relativement difficiles (Zohary, 1995).

L’olivier cultivé et 1’oléastre coexistent aujourd’hui dans le bassin méditerranéen dont :

- (Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris) : L’oléastre est un arbre trés rameux et épineux
a feuilles tres petites. Ses fruits sont petits et produisent peu d’huile (Beddiar et al., 2007). Cette
espéce est bien adaptée aux conditions de stress hydrique, par conséquent elle est utilisée comme
porte greffe et dans le reboisement des zones arides et semi-arides (Caravaca et al., 2002).

- (Olea europaea subsp. Europaea var. sativa) : Il est constitué par un grand nombre de variétés
domestiques estimé actuellement a plus de 2000 variétés d’oliviers recensées dans le monde et

ayant une diversité phénotypique importante (Ouazzani et al., 1995; Belaj et al., 2001) .

La Classification classique de I’olivier selon Guignard et Dupont ., 2004 est representée comme
suite :
Reégne : Plantea.
Sous regne : Tracheobionta ou plantes vasculaires.
Embranchement : Magniophyta, (Phanérogames).
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Mognoliopsida, dicotylédones (ou Therébinthales)
Sous classe : Astéridae (ou Gamopétales)
Ordre : Scrophulariales
Famille : Oleaceae
Genre : Olea.

Espece : Olea europea L.
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1.1.4. Cycle végétal annuel

L’olivier se développe dans le climat méditerranéen. Le déroulement annuel de son cycle
végeétatif est en étroite relation avec les conditions climatiques de son aire d’adaptation (Loussert et
Brousse, 1978).

Le cycle évolutif annuel est caractérisé par les processus et les changements biologiques,

biochimiques et morphologiques que subit I'arbre durant I'année (Figure 03).

Figure 03 : Cycle végétatif annuel d’olivier (Rallo, 1998 ; Girona, 2001).

1.1.5. Importance de I’olivier dans le monde et en Algérie

1.1.5.1. Dans le monde

On compte actuellement plus de 900 millions d'oliviers cultivés a travers le monde, mais le
bassin méditerranéen est resté sa terre de prédilection, avec pres de 95% des oliveraies mondiales
(Benhayoun et Lazzeri., 2007). Les principaux vergers d’oliviers se situent en Espagne, 1’Italie, la
Grece, la Tunisie, la Turquie, la Syrie et le Portugal (75% de la production mondiale est produite

par I’Europe dont Espagne, Italie, Grece et Portugal) (C.O.1) (Figure 04).

>

Figure 04 : Zone de répartition géographique de la culture de ’olivier dans le monde (Pagnol, 1996).
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1.1.5.2. En Algérie

La culture de I’olivier remonte a la plus haute antiquité, elle constitue une source de revenu
significative pour la population rurale, cette culture représente plus de 50% du verger arboricole

national dont elle occupait en 2015 une superficie de 471 657 hectares (Onfaa, 2016)

L’olivier est principalement cultivé sur les zones c6tieres du pays a une distance de 8 a 100
km de la mer ou il trouve les conditions favorables pour son développement aussi bien que dans les
régions de montagne, les collines recouvrant une surface de 195 000 hectares et dans les plaines
occidentales du pays (Mascara, Sig, Relizane) et les vallées comme la Soummam (Khoumeri,
2009).

Cette superficie a bien nettement augmenté par la mise en place d’un programme national
pour le développement de I’oléiculture intensive dans les zones steppiques, présahariennes et
sahariennes (Msila, Biskra, Ghardaia...) en vue d’augmenter les productions et de minimiser les
importations. La figure ci-aprés présente la nouvelle carte oléicole de I’Algérie qui marque
I’expansion des superficies oléicoles vers les zones steppiques, présahariennes et méme sahariennes
(Figure 05).

Figure 05 : Carte oléicole d’Algérie (Khoumeri, 2009).
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1.1.6. Les contraintes de la filiere en Algérie

En depit des potentialités que recéle le secteur, le diagnostic de la situation
oléicole en Algeérie actuelle montre que les niveaux de production atteints sont encore
tres modestes et ne valorisent que partiellement les atouts dont dispose notre pays en la
matiere. Cette situation résulte de plusieurs effets négatifs :

e Les incertitudes climatiques telles le manque de pluviométrie enregistrées au
niveau de certaines zones oléicoles conjuguée a l'irrégularité inter et intra-
annuelle de ces précipitations. En effet, plus 75% du verger algérien sont situes
sur des sols accidentés généralement pauvres et conduits en agriculture pluviale
(Sahli, 2009)

e [L’absence de régions spécialisées en oléiculture fait que I'olivier ne bénéficie
pas des interventions appropriées. De plus la prédominance des plantations
irréguliéres et la présence des cultures intercalaires ne permettent pas la
réalisation des travaux d'entretien dans de bonnes conditions (Sahli, 2009).

e Le vicillissement des vergers est I’une des principales causes de la faiblesse des
rendements oléicoles qui sont parmi les plus faibles au monde, ne dépassant pas
10 gx/ha. (Abdelguerfi, 2003).

e L’exiguité prononcée des exploitations (50% des exploitations ont une
superficie inférieure a 5 ha), le morcellement des plantations (4 a 6 parcelles par
exploitation) et la régression du savoir-faire (fertilisation, taille, irrigation,
périodes de traitement, temps de récolte, stockage), trois parametres qui limitent
I’investissement dans les vergers et rendent difficile leur mise en valeur
(Chaouia et al., 2003 ; Sahli, 2009) .

e La dominance de deux variétés nationales : Chemlal et Sigoise, qui malgré leur
pouvoir d'adaptation et leur double finalité (production d'huile et de conserves
d'olive), présentent les inconvénients d’étre sensibles a certaines maladies, avoir
un fort indice d'alternance de la production et une faible teneur en huile d'olive
(13.5 et 14 % contre 26 a 30% pour les variétés a huile) (Abdelguerfi, 2003 ;
Bellahcene, 2004).

e Certaines oliveraies commencent a devenir de plus en plus infestées par des
maladies d’origine fongique telle que la verticilliose qui demeurent causer des
dégats quantitatifs et qualitatifs importants surtout qu’aucun traitement

phytosanitaire n’est utilise (Bellahcene, 2004).
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1.2. Fruit d’olivier

1.2.1. Description

Le fruit de I’olivier (olive) est une drupe charnue ayant une forme plus au moins ovale a
peau lisse, noir violacé a maturité, riche en huile elle est constitué¢ de 1’extérieur vers 1’intérieur de

trois parties : 1’épicarpe, mésocarpe et I’endocarpe (Fedeli, 1997) (Figure 06).
e L’épicarpe

L’épicarpe (peau) est composé de I’épiderme recouvert d’une matiére cireuse imperméable
a I’eau (la pruine) elle représente 1 a 3 % du poids du fruit. Sa couleur varie du vert au début de
maturation au vert jaunatre, rose violacé, violet et noir a pleine maturité. Ces variations de couleur
sont liées a la composition en pigments dans le fruit et leur oxydation effectuée par des
phénoloxydases (Bianchi, 2003).

e Le mésocarpe

Le mésocarpe dénommé également la pulpe, représente 70 a 80 % du poids du fruit. 1l est
charnu et riche en matiére grasse stockée durant la lipogenése depuis la fin d’aout jusqu’a la

véraison sous forme libre dans des vacuoles et sous forme liée a I’intérieur du cytoplasme (Cortesi

et al. 2000 ; Bianchi, 2003 ; EI Antari et al. 2003).

e L’endocarpe

Tres caractéristique de la variété, I’endocarpe (noyau) représente 18 a 22 % du poids du
fruit. Il est de nature osseuse trés dur formé d’une enveloppe qui se sclérifie 1’été (fin juillet) et
contient une amande avec deux ovaires dont ’un est généralement stérile (non fonctionnel) et
I’autre fertile. Cette graine produit un embryon qui donnera un nouvel olivier quand les conditions

sont favorables. (Cortesi et al., 2000).

. Spicarpe noyau
. =

albumen

serme

mésocarpe

ou pulpe endocarpe

Figure 06 : Fruit d’olivier (Rossini, 1999).
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1.2.2. Composition chimique de I’olive

Du point de vue morphologique et anatomique, 1’olive n’est pas différente des autres drupes,
elle se distingue par sa composition chimique et ses qualités organoleptiques, elle se caractérise par
une faible concentration en sucre et une grande quantité de matieres grasses et la présence de
I’oleuropéine qui est responsable de I’amertume de 1’olive. Les principaux constituants de cette
derniére sont (I’eau, les polysaccharides et les triglycérides) en plus d’autres constituantes présents
en petites quantités qui conférent a I’huile d’une part, une partie de ses qualités gustatives et
nutritionnelles et d’autre part sa stabilité oxydative, cette composition est influencée par le cultivar,

les conditions agronomiques et le degré de maturité du fruit (Zarrouk et al., 1996 ; Gomez et al .,

2008) (Tableau 01).

Tableau 01 : Composition de la pulpe d’olive de table en poids frais (Balatsouras.,1966)

Composants

Quantités

-Eau

-Substances grasses
-Sucres simples
Monosaccharides et
oligosaccharides
Polysaccharides
-Les pectines

-Les protéines

—Les polyphénols

- Les tannins
-Les vitamines

-Substances minérales—
Substances colorantes

- 70 a 75% du fruit.
- Triglycérides et complexes lipidiques: 17 a 30% de
- Glucose, fructose, saccharose et mannitol (alcool a 6°): 5 a 6.

- Cellulose, hémicellulose, gommes et pentosanes: 3 a 6%.
- 1,5% de la chair de I’olive, sont d’excellente qualité.

- 1,5% sous forme d’acides aminés.

- Polyphénols en particulier I’oléuropeine, teneur variable
selonla variété: 1,96 -2% a 7%.

-15a2%

-Carotenes 0,15-0,23 mg/100 g de pulpe ; vitamine C 12,9-
19,1 mg/100 g de pulpe, Thiamine 0,54-11,0 mg/100 g de
pulpe ; vitamine E (tocophérol) 238,1-352 mg/100 g de pulpe.
- Potassium, calcium, sodium, magnésium, Fe, chlore.

- Chlorophylle (a et b), caroténoides et anthocyanine.

1.2.3. Les variétés d’olivier les plus cultivées en Algérie

L’Algérie dispose d’un patrimoine constitué de 164 cultivars originaires. Les travaux de
caractérisation entamés par (Mendil et Sebai ., 2006) ont permis de répertorier 72 variétés

autochtones dont 36 sont enregistrees, le reste est en court de réalisation. Les variétés nationales les
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mieux connues sont recommandées dans les régions d’origine dont les plus cultivées d’apres

(Mendil et Sebai, 2006) (Tableau 02).

Tableau 02: Principales variétés d’olivier cultivées en Algérie (Mendil et Sebai, 2006).

Variétés et Origine et diffusion Caractéristiques
synonymes
Var. Azeradj [Petite kabylie (oued soummam), | Arbre rustique et résistant a la sécheresse ; fruit de
occupe 10% de la surface poidsélevé et de forme allongée ; utilisé pour la production
oléicole nationale d’huile et olive de table, rendement en huile de 24 a 28%.
Blanquette de | Originaire de Guelma ; assez | Sa rigueur est moyenne, résistant au froid et
Guelma |répandue dans le Nord-est moyennement & la sécheresse ; le fruit de poids moyen et
constantinois, Skikdaet Guelma |de forme ovoide, destiné a la production d’huile, le
rendement de 18 a 22% ; la multiplication par bouturage
herbacé donne un bon résultat 43,3%.
Bouricha, El-Harrouch, Skikda Arbre rustique, résistant au froid et a la sécheresse; poids
olive d’El- faible du fruit et de forme allongée, production d’huile,
Arrouch rendement de18 a 22%.
Chemlal, syn | Occupe 40% du verger oléicole | Variété rustique et tardive, le fruit est de poids faible
Achemlal |national, présent surtout en let de forme allongée, destiné a la production d’huile, le
Kabylie, s’étend du mont rendement en huile de 18 a 22%.
Zekkar a 1’Ouest aux Bibans a
1I’Est.
Ferkani, Ferfane (Tebessa), diffusée Variété de vigueur moyenne, résistante au froid et a
Ferfane dans la région des Aurés la sécheresse, le poids du fruit est moyen et de forme
allongée, production d’huile et rendement tres élevés 28 a
32% ; le taux d’enracinement des boutures herbacées de
52,30%; variété en extension en régions steppiques et
présahariennes.
Grosse de Hamma (Constantine) Variété précoce, rustique, résistante au froid et a la
Hamma, Queld sécheresse; fruit de poids trés élevé et de forme allongée,
Ethour double aptitude : huile et olive de table, le rendement de 16
a 20%.
Hamra, syn Origine de Jijel, diffusée au [Variété précoce, résistante au froid et a la sécheresse,
Rougette ou nordconstantinois le fruit est de poids faible et ovoide, utilisée pour la
Roussette production d’huile, rendement de 18 a 22%.

Limli Originaire ~ de  Sidi-Aich | Variété précoce, peu tolérante au froid, résistante a la
(Bejaia), occupe 8% du verger [sécheresse; le fruit est de poids faible et de forme
oléicole national, localisée sur [allongée, utilisée dans la production d’huile, le rendement
les versants montagneux de la [de 20 a 24%.
basse vallée de la Soummam
jusqu’au littoral.

Longue Originaire de Miliana, | Variété tardive, sensible au froid et a la sécheresse; le

de localisée actuellement dans la [fruit estde poids moyen et de forme sphérique, utilisé

Miliana région d’El- khemis, Cherchell jpour laproduction d’huile et olives de table, rendement de
et le littoral de Ténes 16 a 20%.
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Rougette Plaine Mitidja Variété rustique; le fruit est moyen et allongé, utilisé
de Mitidja pour la production d’huile, rendement de 18 a 20%; le
taux d’enracinement des boutures herbacées donne un
résultat moyen de 48,30%.

Souidi Vallée d’Oued Arab Cherchar | Variété tardive, résistante au froid et a la sécheresse;
Khenchela fruit moyen et allongé, utilisé dans la
productiond’huile, le rendement de 16 a 20% ; taux
d’enracinement trés faible.

1.3. Les feuilles

1.3.1. Description

Les feuilles d’olivier sont opposées, ovales, allongées, portées par un court pétiole et
enroulées sur les bords, d’une couleur verte foncé luisant sur la face supérieure et vert clair argenté
avec une nervure médiane saillante sur la face inférieure. Le feuillage est persistant et toujours vert
mais cela ne veut pas dire que ses derniéres sont immortelles. Elles vivent en moyenne trois ans
puis jaunissent et tombent principalement en été. En cas de sécheresse, les feuilles sont capables de
perdre jusqu'a 60% de leur eau, de réduire fortement la photosynthése et de fermer les stomates
permettant les échanges gazeux pour réduire les pertes en eau par évapotranspiration, permettant

ainsi la survie de l'arbre au détriment de la production fructi-florale ( Ghedira ,2008) (Figure 07).

Figure 07 : Les feuilles et fruits d’olivier (Breton et al .,2006).

1.3.2. Composition chimique des feuilles d’oliviers et leurs propriétés

La composition chimique des feuilles et brindilles varie en fonction de nombreux facteurs
(variété, conditions climatiques, époque de prélévement, proportion de bois, age des plantations,

etc..). Les différents composés chimiques sont regroupés ci-dessous :
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e Généralement, la matiere séche (MS) des feuilles vertes se situe autour de 50 a 58%, celle
des feuilles séches autour de 90%.

e Lateneur en matieres azotées totales (MAT) des feuilles varie de 9 a 13%. La solubilité de
I’azote est faible, elle se situe entre 8 et 14%, selon la proportion de bois.

e Lateneur en matiéres grasses (MG) est supérieure a celle des fourrages et oscille autour de 5
a 7%, mais celle des constituants pariétaux et en particulier de la lignine est constamment
élevée (18 a 20%) (Civantos, 1983).

e La feuille d’olivier est riche en triterpeénes, flavonoides, sécoiridoides dont 1’oleuropéoside
et en phénols.

1.3.3. Intérét des feuilles d’olivier pour la santé

La feuille d'olivier est un des hypotenseurs végétaux les plus intéressants car elles peuvent
étre bénéfiques dans le traitement des affections causées ou associés a un virus, rétrovirus, bactérie
ou protozoaire. Parmi ces pathologies traitables on a (la grippe, le rhume, les infections dues aux
candidas, la méningite, I'encéphalite, le VIH / SIDA, la fatigue chronique, I'népatite B, la
pneumonie, la tuberculose, la malaria, la diarrhée sévere, les infections des voies urinaires et les
soins dentaires. (Aydogan, 2008). Les extraits des feuilles d’olivier protége aussi les vaisseaux
sanguins, améliorer la circulation sanguine, efficace dans la protection du cceur lors d'une
I'occlusion coronaire, elles possédant également des propriétés anti-cancérigenes et par ces
propriétés elles diminuent le mauvais cholestérol (LDL) en augmentant le bon (HDL) (Cherif et
Rahal., 1996).

1.3.4. Utilisation oléicole
1.3.4.1. Dans I’alimentation animale

Les feuilles d’olivier sont largement utilisées dans l’alimentation des animaux (chévre,
veeux...). La digestibilité de la matiere organique (MO) est en moyenne de 50%, mais varie
fortement selon la proportion de rameaux dans le mélange et le mode de conservation, ces deux
facteurs agissent de facon déterminante sur la digestibilité et donc la valeur nutritive des résidus de
la taille dont on sait que la digestibilité de ses derniers diminue fortement et comprise entre 30 a
50% apres le séchage au soleil ou I’ensilage alors que pour les feuilles vertes elle est de 50 a 60%

d’aprés les travaux de ( Maymone et Shlendorio .,1950).
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Distribués en vert, les feuilles et rameaux sont bien ingérés par les animaux sans problémes
d’adaptation ni de troubles. Toutefois certains auteurs rapportent des ingestions fortes variables de
24 & 80 g de MS par kg de poids métabolique (Gomes et Parellada ., 1982).

1.3.4.2. Domaine cosmétologique

Les feuilles sont utilisées dans la formulation des produits cosmétiques, tel que les savons, les
crémes, les soins dentaire, huiles essentielle (Tadashi, 2006).

1.3.4.3. Industries Alimentaires

Les feuilles peuvent étre utilisées comme ingrédients dans la formulation d’aliments pour les hyper-

glycémiques (Komaki, 2003), stabilisant de I’huile d’olive et de tournesol (Bouaziz et al.,2008).
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2.1. Le stress oxydant et les radicaux libres

2.1.1. Description du stress oxydant

Le stress oxydatif est caractérisé par un déséquilibre entre la production des especes
radicalaires et les capacités de défense anti-oxydante de 1’organisme (Beaudeux et Durand.,
2011). La production d’espéces réactives de 1’oxygéne (ERO) est utile mais peut étre néfaste
pour 1’organisme lors d’une production excessive et en ’absence de mécanismes de défense,
c’est ce que 1’on appelle le stress oxydatif. Celui-ci peut favoriser la survenue de pathologies
(cancers, maladies cardiovasculaires, maladies dégénératives, vieillissement prématuré) ainsi

que la mort cellulaire programmée ou apoptose (Belaich et Boujraf., 2016) (Figure 08).

Potentiel antioxydant Radicaux libres et ROS
endogénes (respiration,
systéme immunitaire...) ou
exogeénes (UV, radiations
ionisantes, meétaux...)

de l'organisme

Stress Oxydatif

Enzymatique (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase,
catalase...) ou non (acide ascorbique, vitamine E, flavonoides,
Polyphénols.. )

Figure 08 : la balance oxydative (http://images.slideplayer.fr/1/453280/slides/slide 15.jpg).

2.1.2 Description des radicaux libres

Un radical libre (RL) est un atome ou une molécule qui porte sur sa couche éelectronique
périphérique un ou plusieurs électrons non appariés, c’est-a-dire non couplés a un électron
de spin opposé, cela entraine une trés haute réactivité chimique avec les éléments voisins.
(Leverve, 2009 ; Rochette, 2008).

Les espéces radicalaires sont électrophiles et vont chercher a arracher un électron a une
molécule voisine afin d’apparier leur électron célibataire, cet état est donc seulement
transitoire de 1’ordre de la microseconde (Gambini et Granier.,2013) , car le radical va soit
accepter un autre électron soit transférer le ou les électrons libres sur une autre molécule

(lipide, protéine, acide nucléique) afin de rapparier son ou ses électrons célibataires et
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obtenir ainsi un état plus stable par conséquent cela va entrainer une réaction en chaine qui
va produire de nouveaux radicaux libres car la molécule agressée par le radical devient a

son tour radicalaire. (Fontaine et al., 2002)

2.1.3. Facteurs responsable de la formation des radicaux libres

Les principales especes réactives oxydantes sont dérivées de I’oxygene et de ’azote,
et peuvent étre produites par le métabolisme cellulaire normal tout comme pathologique
ou par exposition environnementale (ex : tabagisme, ozone, température, corporelle...)
(Robertson et al., 2007) (Figure 09).

Pollution i
Tabac 77 o Inflammation
o \’},__ -
Trcumchsm?s -

<< = .
;(‘?"\ Infection
A STRESS

OXYDATIF \

< g Deéficit immunitaire

Stress

Hygiene de vie
déséquilibréee =

UV =2
Vieillissement

~ =
_—
\-—:ﬁ facteurs endogénes (ntérieun)

facteurs exogenes {(extérieur)

Figure 09 : La source des espéces réactives oxygénées (Bloomer et al., 2008).

2.1.4. Les différents types de radicaux libres

Bien que la durée de vie biologique moyenne des radicaux libres soit de quelques
microsecondes, cela leur laisse suffisamment de temps pour réagir a tout ce qui les entoure.
Il existe differents types qui sont produits par le corps humain les especes reactives de
I’oxygene (ERO) (Tableau 03) et les especes réactives de I’azote (ERA) (Tableau 04).
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Tableau 03. Les espéce réactive de I'oxygene (ERO) (Gutiérrez et al.,2014)

Espéces oxygénées réactives radicalaires Espéces oxygénées réactives non-
radicalaires
02" Anion radical superoxyde 10, Oxygene singulet
HO;" Radical perhydroxyle H,0; Peroxyde d’hydrogéne
HO" Radical hydroxyle HOCI Acide hypochlorique

RO2" Radical peroxyle

RO ° :Radical secondaire alkoxyle

Tableau 04. Les espéces réactives de lI'azote (ERA) (Gutiérrez et al.,2014)

Especes oxygénées réactives radicalaires Espéces oxygénées réactives non-
radicalaires
O2" Anion radical superoxyde 10, Oxygene singulet
HO;" Radical perhydroxyle H.0; Peroxyde d’hydrogene
HO" Radical hydroxyle HOCI Acide hypochlorique

RO2" Radical peroxyle

RO ° : Radical secondaire alkoxyle

2.2. Les antioxydants
2.2.1 Définition

Les antioxydants (AO) sont des substances qui inhibent ou ralentissent 1’oxydation
d’un substrat. Ils sont présents sous de nombreuses formes et peuvent intervenir en
prévention de la formation des radicaux libres, aussi bien que pour participer a leur

élimination. (Wainsten,2009).

Quand on parle de denrées alimentaires, les antioxydants sont rassemblés comme
additifs alimentaires qui augmentent la durée de vie de ces produits en les protégeant contre

les altérations (Anonyme, 2006).

Il existe deux classes d’antioxydants : les endogénes qui sont principalement

synthétisés par 1’organisme comme les enzymes superoxyde dismutase, catalase, glutathion
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peroxydase et la deuxiéme partie permet d’appréhender les antioxydants exogenes qui sont

apportés de I’extérieur par exemple I’alimentation (Benbrook, 2005).

Selon Marc et al. (2004), I’antioxydant alimentaire idéal est facilement incorporé et
efficace a faible dose, non toxique, n’entraine ni coloration, ni odeur, ni saveur indésirable,

résistant aux processus technologiques et il est stable dans le produit fini.

2.2.2. Mécanisme d’action des antioxydants

Les antioxydants peuvent étre classés en fonction de leur mécanisme d’action en

antioxydants primaires ou antioxydants secondaires (Mc clements et Decker., 2000).

2.2.2.1. Les antioxydants primaires ou radicalaires

IIs sont caractérisés par la possession d’atomes d’hydrogene facile a soustraire. Ces
antioxydants jouent un role d’évacuateur « scanvengers » des radicaux libres qui retardent,
inhibent I’initiation ou interrompent 1’auto oxydation. Ils peuvent réagir avec les lipides et
les radicaux peroxyle et les transformer en radicaux stables ou des produits non radicalaires

selon la réaction suivante :

ROO+*+ AH ——» ROOH + A-
RO + AH » ROH +Ae
Re+AH —» RH+Ae

Figure 10 : Réactions de rupture par 1’antioxydant (AH : antioxydant ; ROOe, RO¢,

Re : radicaux libres).

Les antioxydants primaires peuvent aussi arréter 1’oxydation des lipides en réagissant
avec les radicaux peroxyle, radicaux alkoxyle et autres antioxydants, selon les réactions

suivantes :

ROO*+A*—__, ROOA
RO*+A*____, ROA

Ae+ Ae > AA

Figure 11 : Rupture de I’oxydation des lipides par 1’antioxydant.
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Parmi ces antioxydants, on retrouve : le butylhydroxyanisole ou BHA (E 320), le
butylhydroxytoluéene ou BHT (E 321), gallates, tocophérols, flavonoides, vanilline, carnisol
et I’acide carnosique (romarin). Les phénols et les amines aromatiques secondaires

constituent les deux classes chimiques les plus importantes (Mc clements et Decker., 2000).

2.2.2.2 Les antioxydants secondaires ou « préventifs » :

IlIs diminuent la vitesse de [’auto oxydation par différents mécanismes comme
chelater les métaux et les désactiver, régenérer les antioxydants primaires, décomposer les
radicaux peroxydes, désactiver 1’oxygeéne singulier, absorber les radiations UV ou agir
comme des « scanvengers » de I’oxygéne. Ces antioxydants sont des synergistes parce qu’ils
renforcent 1’activité des antioxydants primaires. (Helme et al ., 1990). L’acide citrique, acide
ascorbique, le palmitate d’ascorbyle, les lécithines et 1’acide tartrique sont des bons

exemples de synergisme (Pokorny, 2003).

2.2.3. Les différents types et sources d’antioxydants

Il existe de trés nombreuses sources d'antioxydants (tant ceux fabriqués par
I'organisme que ceux qui sont fournis par les aliments). Il est difficile de départager, par
rapport a la quantité totale d'antioxydants présents dans l'organisme, la proportion
d'antioxydants attribuables a I'alimentation (antioxydants exogenes) et la proportion
attribuable a la synthése par I'organisme (antioxydants endogénes) mais on en sait beaucoup
sur le rble et I’importance relative des sources d'antioxydants endogénes et exogenes
(Benbrook, 2005).

2.2.3.1 Antioxydants endogenes :

Les antioxydants endogénes sont des enzymes ou protéines antioxydantes, élaborés par
notre organisme avec l'aide de certains minéraux. Elles sont présents en permanence dans

I'organisme mais krquantité diminue avec I'dge (Mika et al., 2004).
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» Enzymes détruisant les radicaux libres

e Superoxyde dismutase (SOD) : présente dans les «centrales d’énergic » ou
mitochondries des cellules humaines, cette enzyme transforme les radicaux superoxydes en
peroxydes d'hydrogéne beaucoup moins réactifs. (Sahnoun et al., 1997) .

« Catalase : la catalase décompose les peroxydes d'hydrogene en molécules d'eau pour
empécher la formation de radicaux hydroxyles (Sahnoun et al., 1997) .

« Glutathion peroxydase : cette enzyme catalyse la capacité du glutathion réduit
(GSH) a libérer de I'nydrogéne en un radical hydroxyle ou en peroxyde d'hydrogéne pour
former de I'eau ( Bonola et al ., 2014) .

« Thiorédoxine : la TRX joue un role protecteur contre le stress oxydatif grace a ses

propriétés permettant d’éliminer les radicaux libres (Schallreuter et al ., 1986) .

2.2.3.2. Antioxydants exogenes
» Complément alimentaire synthétique

Plusieurs antioxydants se sont avérés efficaces pour améliorer les réponses immunitaires
humorales et cellulaires chez les personnes agees. La consommation de complément
antioxydant peut contribuer & améliorer la réponse de notre organisme face aux radicaux
libres, a réduire le stress oxydatif et a prévenir I'affaiblissement du systeme immunitaire causé

par I'age (Devasagayam et al.,2004).

> Les Vitamines

Les antioxydants tels que le béta-caroténe, lI'acide ascorbique et I'alpha-tocophérol sont
capables de neutraliser I'oxydation causée par les radicaux libres, 1’idéal donc serait d’obtenir
ces antioxydants a partir de sources naturelles telles que les fruits et les légumes (Le Prell et
al.,2007).

 Acide ascorbique

La vitamine C contient une forme énediol qui produit la forme dicétonique par
transferts successifs de ses deux atomes d'H, elle joue également un rdle important dans la
régénération de la vitamine E. On trouve la vitamine C dans les légumes (choux, le poivron, le

persil...etc.), les agrumes et les kiwis (Boss, 2002) (Figure 12).
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= OH
O H
HO O H

Figure 12 : Structure chimique de la vitamine C

e Lavitamine E

Elle semble devoir fixer le radical hydroxyle avec formation d'une molécule
d'ouverture de cycle. On la retrouve dans les huiles végétales (arachides, soja, chardon, tournesol,
olive pressé a froid), les amandes, les graines, le lait, les ceufs, les 1égumes a feuilles vertes (Boss,

2002) (Figure 13).

Ry=R;=Me tr-tocophéral
Ry=Me,R.=H f-tocophérol
Ry=H,R;=Me tocophéral
Ry=R,=H docophérol

Figure 13 : Structure chimiques des vitamines E.
. R-caroténe

Parmi les photo-protecteurs actifs, le B-caroténe apparait comme un piégeur efficace,sa
constitution polyiénique lui confére une capacité de piégeage de I'oxygene par formation
d'un dioxétane (addition d'une oléfine et d'une molécule d'oxygéne) ou par production
d'’hydroperoxydes (insertion d'oxygéne dans toutes liaisons C-H conjuguées d'une double
liaison) susceptibles d'étre reduits a leur tour. On trouve la B-carotene dans les Iégumes

verts, les carottes, I'abricot, le melon, les épinards, la papaye (Boss, 2002) (Figure 14).

Kx‘xm\\\\\x\\

Figure 14 : Structure chimique des - caroténes
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» Les composés phénoliques

Une grande partie de ces molécules phytochimiques sont présente dans toutes les
parties des plantes supérieures, les plus connu sont : flavonoides, xanthones, coumarines,
caroténoides, dérivés d'acide phénolique, tanins, anthocyanines,...etc. Contrairement aux
antioxydants synthétiques comme le butylhydroxyanisole (BHA) et le butylhydroxytoluéne
(BHT) les polyphénols n’ont aucun effet nuisible sur la santé humaine (Bounatirou et al,
2007) .

» Taurine, bilirubine et acide urique

Ce sont trois molécules anti oxydantes naturelles que I'on trouve dans le lait maternel,
dans le foie et dans les reins. Elles peuvent neutraliser la production de radicaux libres ( De
Teresa et al., 2008).

> Les oligoéléments

Ce sont des cofacteurs en déficit souvent important chez les malades ou on touche un
exces de radicaux libres (cancer, polyarthrite, diabéte, cirrhose). L apport de ses derniers a
des doses nutritionnelles ou supérieures renforcer les mécanismes de défenses endogenes

enzymatiques parmi ses oligoéléments : le zinc, sélénium, glutathion, cuivre.
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3.1. Les poly-phénols
3.1.1. Geénéralité

Les poly-phénols (PP), dénommés aussi composes phénoliques constituent une famille de
molécules tres largement répandues dans le regne végétal (plante vasculaire). On les trouve dans
toutes les parties des vegétaux supérieures (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines
et bois) et ils sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la croissance
cellulaire, la rhizogénése, la germination des graines et la maturation des fruits (Boizot et
Charpentier., 2006).

Plus de 8000 structures ont été identifiées allant de simples molécules comme les acides
phénoliques a des substances hautement polymérisées comme les tanins. Les polyphénols sont
caractérisés par la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement lié au moins
un groupe hydroxyle libre OH ou engagé dans une autre fonction : éther, ester, hétéroside
(Boubekri, 2014).

Les composés phénoliques (CP) des végétaux sont issus bio génétiquement de deux grandes
voies d’élaboration de cycles aromatiques, la voie shikimate (également responsable de la
synthese des acides aminés Phe et Tyr) et la voie polyacétate qui consiste en la condensation de
molécules d’acétylcoenzyme A. Cette biosynthése a permis la formation d’une grande diversité

de molécules qui sont spécifiques d’une espece de plante, d’un organe, d’un tissu particulaire
(Achat, 2013).

Les (CP) participent activement aux interactions de la plante avec son environnement en
jouant soit le r6le des signaux de reconnaissance entre les plantes (Allélopathie), entre les plantes
et les symbioses ou bien lui permettant de résister aux diverses agressions Vis-a-vis des
organismes pathogenes. lls participent de maniére trés efficace a la tolérance des végétaux a des
stress variés donc ces composés ont un role essentiel dans I'équilibre et I’adaptation de la plante

au sein de son milieu naturel (Zeghad, 2009).
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3.1.2. Modes d’action des composés phénoliques :

Les PP peuvent inhiber 1’oxydation par différents mécanismes : balayeurs ou «
scanvengers » de radicaux libres et par séquestration des métaux (Amarowicz et al., 2004;
Tawaha et al., 2007 ; Petti et Scully., 2009). Un autre mécanisme peut étre impliqué in vivo
lorsque les CP peuvent protéger le a-tocophérol de 1’oxydation (s’oxydent eux-mémes) ou ils
peuvent régénérer 1’a-tocophérol (en donnant un atome d’hydrogéne pour le radical de a-
tocophérol) ( Moure et al., 2001 ; Tripoli et al., 2005 ; Léger, 2006). Certains CP sont des
inhibiteurs des enzymes d’oxydation en particulier de la lipoxygénase, de la cyclo-oxygénase
(Berset, 2006 ; Teissedre, 2008), de la prostaglandine synthase (Karadenuz et al., 2005), de la
succinoxidase mitochondriale et de la NADH oxydase (Rocha et al., 2007) (Figure 15) .

=]
—ry

Figure 15 : Mécanisme antioxydant des composés phénoliques (Sherwin, 1978).

3.1.3. Classification des composées phénoliques

Les polyphénols forment un tres vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent étre
classifiés selon le nombre et ’arrangement de leurs atomes de carbones. Ces molécules sont
généralement trouvées conjuguées aux sucres et les acides organiques (Benhammou, 2012).

On peut distinguer deux catégories : les composés phénoliques simples et les composés
phénoliques complexes (Achat, 2013).

3.1.3.1. Poly phénols simple
3.1.3.1.1. Acide phénolique

Les acides phénoliques sont présents en abondance dans les aliments et divises
en deux classes : les dérivés de l'acide benzoique et les dérivés de I'acide cinnamique.
Les acides hydroxycinnamiques sont plus fréquents que les acides hydroxybenzoiques
(Pandey et Rizvi.,2009).
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e Les acides hydroxybenzoiques: IIs sont les dérivés de 1’acide benzoique et on une
formule de base de type C6-C1 dont les plus répandus sont 1’acide salicylique et 1’acide
gallique (Nkhili, 2009) (Figure 16).

R2 Rl
R1=R2=R3=R4 = H: acide benzoique (non phénoligue)
R3 COOH R1=R2=R4 =H,R3 = 0H : acide p-hydroxybenzoigue
R1=R4 =H, R2 = R3 = OH : acide protocatéchigue
R1=R4=H, R2 =0CH3, R3 = 0H : acide vanillique
R4 R1=H, R2=R3=R4 = OH : acide gallique

Figure 16 : Structures chimiques des acides hydroxybenzoiques (Japon-Lujan et al .,
2008).

e Les acides hydroxycinnamiques: Ils représentent une classe tres importante dont la
structure de base (C6-C3) dérivée de celle de I’acide cinnamique. Les molécules de base
de cette série sont I’acide caféique, 1’acide férulique, sinapiqueet 1’acide p-coumarique
(Nkhili, 2009) (Figure 17).

R1=R2=R3=R4 =H : acide cinnamique (non phénalique)
R1=R3=R4 =H, RZ = OH : acide p-coumarigus

R1=R2 =0H. R3 = R4 = H : acide caféique

R1=0CHz, R2 = OH, R3 = R4 = H : acide férulique

R1=R3 =0CH;, R2 = OH, R4 = H : acide sinapique
R1=R2=0H, R3 = H, R4 = acide quinique : acide chlorogénique

Figure 17 : Structures chimiques des acides hydroxycinnamiques (Khan et al., 2010).

3.1.3.1.2. Les flavonoides

Le nom flavonoide est issu du latin « Flavus » qui signifie jaune. Ce sont des composés
polyphénoliques, presque toujours hydrosolubles et trés répandus dans le regne végétal. Ils sont
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles dont les différentes
couleurs dépendent de la structure mais également du pH du milieu. Le plus souvent, ils sont
sous forme d’hétérosides ou de flavonosides (Bouhadjera, 2005).
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Les flavonoides sont des composes possedant un squelette de base a quinze atomes de
carbone, constitués de deux noyaux aromatiques et d'un hétérocycle central de type pyrane liés
entre eux par trois atomes de carbone, formant une structure C6-C3-C6 (Achat, 2013) (Figure
18).

Les flavonoides sont retrouvés dans les fruits et Iégumes sous forme glycosylée ce qui rend la
molécule plus hydrosoluble. Les sucres couramment rattachés aux flavonoides sont le glucose, le
galactose, le rhamnose, la xylose, 1’arabinose et des dissacharides comme la rutinose. (Kahkonen
etal ., 1999).

Figure 18 : Structure chimique de base des flavonoides

Les hétérosides de flavonoides sont en général solubles dans 1’eau et les alcools, leur
extraction est donc réalisée le plus souvent par le méthanol dilué ou non dans de I’eau. Selon le
degré d’oxydation la famille des flavonoides peut se diviser en six classes qui different par leurs
structures chimiques : flavanols, flavones, flavonols, flavanones, isoflavones et les

anthocyanidines ou anthocyandols (Figure 19).

flavonols flavones flavanones

0] OH
| o oH
y oy e
H Y~ 0 Ho °

OH
isoflavones anthocynadines flavanols

Figure 19 : Structures des squelettes de base des six classes de flavonoides (Richard et al.,2014).
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3.1.3.1.3. Alcools phénoliques

Un alcool phénolique est un composé organique possédant au moins un alcool aliphatique et
un hydroxyle phénolique (Achat, 2013). Le tyrosol (4-hydroxyphenylethanol) et
I’hydroxytyrosol (3,4-dihydroxyphenylethanol) sont les deux principaux alcools phénoliques. On
les trouve principalement dans I’olivier (fruit, feuille, huile), vins rouge libres ou associés a
I’acide élénolique (D’alessandro, 2013 ; Dalmes, 2011) (Figure 20).

] L] o |

e

Cany 0y

Figure 20 : Structures de I’hydroxytyrosol (a) et du tyrosol (b) (Kone., 2009).

» L’oleuropéine

C’est un ester d'acide élénolique tyrosol hydroxylé et glycosylé qui posséde de puissantes
propriétés antioxydantes. Il est le principale alcool phenolique (composé secoiridoides) amer
présent dans 1’ensemble de 1’olivier et ses produits dérivés (huile, margines et grignons) (Pereira
et al., 2007) et atteint des concentrations de plus de 140 mg/g sur base de matiere séche dans

I'olive jeune et 60 a 90 mg/g dans les feuilles (Syed Haris, 2010) (Figure 21) .

Les secoiridoides sont présents exclusivement dans les plantes appartenant a la famille des
Oleaceae dont Olea Europea L. (Servili et Montedero., 2002 ; Servili et al., 2004 ; Silva et al.,
2006). Contrairement a beaucoup d’autres composés phénoliques qui Se rencontrent dans

beaucoup de fruits et végétaux appartenant a plusieurs familles botaniques.

Les olives sont rendues consommables par différents procédés de préparation qui
diminuent voir méme éliminent I'oleuropéine et son go(t amer désagréable comme le traitement

direct en saumure sans ringage a la soude.

Parmi les principaux polyphénols abadant et le bioactif majeur dans feuilles d'olivier en
plus de I’oleuropeine on trouve : ligstroside, dimethyloleuropein et 1’oleoside (Pereira et al.,
2007; Chiou et al., 2009).
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Figure 21 : Structures de I'Oleuropéine (Chemat et al ., 2004).

f"f

> Biodisponibilité de I’Oleuropeine

L’Oleurepeine est tres abondante dans la phase de croissance du fruit. Dans les jeunes
fruits, elle peut atteindre 14 % de poids sec. Son niveau reste trés important a la récolte de
cultivars verts. Cependant, durant la maturation et dans les cultivars noirs son niveau

diminue trés rapidement (Syed Haris, 2010).
3.1.3.2. Poly-phénols complexes
3.1.3.2.1. Les tannins

IIs sont d’origine végétale et non azotée qu’on trouve dans de nombreuses plantes telles
que les écorces d’arbres, les fruits (raisin, datte, café, cacao...etc.) et les feuilles de thé. Ses
composés poly-phénoliques sont solubles dans 1’eau, de masse molaire entre 500-2000D, de
structures variées ayant en commun la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et les
protéines (Vermerris et al., 2006). Les tanins sont classés en deux groupes selon leur
structure chimique : les tanins hydrolysables et les tannins condensés.

» Tanins hydrolysables

Ce sont des esters de glucose, divisés en deux sous-classes : les gallotannins et les
ellagitannins).  Leurs noms proviennent du fait que leur hydrolyse a haute température ou
en présence de tannase produit respectivement une partie non phénolique (le plus souvent du
glucose ou de I’acide ellagique) et une partie phénolique qui peut étre de 1’acide gallique.Les
tannis sont constitués d'un noyau central -le glucose- et de chaines latérales (en position 1,2,
3, 4 ou 6 sur le glucose) comprenant 1 a n monomere(s) d'acide phénol. Des liaisons
carbones a carbone entre noyaux (liaisons biphényle) conduisent a la formation des
molécules ramassées plus rigides de solubilité diminuée dites les tanins éllagiques (Bessas et
al, 2007) (Figure 22).
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COOH

HO OH

Figure 22 : Structure chimique des tanins galliques et des tanins éllagiques.

» Tanins condensés

Ce sont des polymeéres de flavan -3 ols et de flavan - 3,4- diols ou un mélange des deux
(Atefeibu, 2002 ; Peronny, 2005).Ses polyphénols ont une masse molaire moléculaire élevée
(structure complexe), abondamment présents dans le régne végétal et en raison de leur
complexation avec les protéines salivaires, les tanins condensés sont responsables de
I'astringence caractéristique des fruits avant maturité (raisin, péche, pomme, poire, etc...) et de
certaines boissons (vin, cidre, thé, etc...) et de I'amertume du chocolat (Peronny, 2005) (Figure
23).

OH =2

Figure 23 : Structure chimique des tanins condensés

3.1.3.2.2. Les lignines

La lignine est le polymére naturel le plus abondant dans le monde apres la cellulose. Sa
biosynthése au sein de la matiere végétale est assurée par un couplage de trois monomeres
alcools phénylpropane différents : les alcools coumarylique, coniferylique, et sinapylique
(Dalmes, 2011) (Figure 24).
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Figure 24 : structure d’une lignine

3.1.3.2.3 Stilbénes C6-C2-C6:

Les stilbénes sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux

aromatiques reliés par une double liaison formant un systeme conjugué. lls sont de type C6- C2-

C6 (Figure). Ces molécules existent sous leur forme aglycone comme le resvératrol (isomeres

trans et cis), qui est le principal stiloéne chez la vigne, ou encore sous leur forme glycosylée

(picéides), ou méthylée (ptérostilbenes). Le resvératrol peut également former des oligomeres,

tels que les viniférines (Khater, 2011) (Figure 25).

R,;=R;= R ,=OH. R,=R";= R";=H Resvératrol

Figure 25 : structure d’une stilbene.
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3.1.4. Biosynthese des poly phénols :
La biosynthése des polyphénols se fait par deux voies principales qui sont :
3.1.4.1. La voie de ’acide shikimique :

Dans cette voie, 1’érythrose 4-phosphate et le phosphoénol pyruvate sont produits par les
hydrates de carbones lors de leur dégradation par la voie des pentoses phosphate et la glycolyse
respectivement. Ces derniers sont a 1’origine des composés phénoliques C6-C1 formant les
tannins hydrolysables et de la chalcone qui est la molécule de base de tous les flavonoides et
tannins condensés. Aussi, il est intéressant de préciser que la tyrosine et la phénylalanine
dérivent de cette voie métabolique. En effet, ces deux acides aminés sont des intermédiaires

métaboliques entre I’acide shikimique et 1’acide cinnamique (Akroum, 2011).
3.1.4.2. La voie de I’acide malonique

La glycolyse et la B-oxydation aboutissent a la formation de I’acétyl CoA donnant le
malonate. C’est a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines poly-cétoniques
obtenues par condensation répétée d’unités « Acétate » qui se fait par carboxylation de 1’acétyl-

CoA. Cette réaction est catalysée par I’enzyme acétyl-CoA carboxylase (Akroum, 2011).

3.1.5. Localisation et réles biologique des poly-phénols:
3.1.5.1. Localisation des poly-phénols

A l'échelle de la cellule, les composés phénoliques sont principalement répartis dans deux
compartiments : les vacuoles et la paroi. Dans les vacuoles, les poly-phénols sont conjugués avec
des sucres ou des acides organiques ce qui permet d'augmenter leur solubilité et de limiter leur
toxicité pour la cellule. Au niveau de la paroi, on trouve surtout de la lignine et des flavonoides
lies aux structures pariétales. Les composés phéenoliques sont synthétisés dans le cytosol. Une
partie des enzymes impliquées dans la biosynthése des phénylpropanoides est liée aux
membranes du réticulum endoplasmique ou elles sont organisées en métabolons. D'autres
organites du cytoplasme, comme des vésicules golgiennes ou des chloroplastes, peuvent
participer a la biosynthese des composés phénoliques mais ce ne sont pas des lieux

d’accumulation (Macheix et al, 2005).
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Au sein des méme feuilles la répartition des composés est variable, par exemple les
anthocyanes et les flavonoides sont majoritairement présents dans I'épiderme (Tomas et
Espin .,2001; Cheynier et Sarni., 2006).

3.1.5.2. Roles des composés phénoliques
Les (CP) peuvent en effet intervenir dans :

Participer dans les activités antioxydantes, anti-carcereuses, anti-inflammatoires,
antiathérogénes, anti-thrombotiques, antibactériennes, antivirales (Babar Ali et al ., 2007), anti-
allergiques, vasodilatateurs (Falleh et al., 2008) .

Les flavonoides permettent par exemple la mise en place de la symbiose entre les Fabacées et les
bactéries, ce qui permet a ces plantes de fixer directement I'azote atmosphérique.

Les flavonoides ont un réle de filtre contre le rayonnement UV ce qui explique leur localisation
dans les tissus externes (Gould et Lister., 2006).

Les flavonoides comme les dérivées hydroxycinnamiques jouent un rdle important dans la
résistance des plantes aux stress environnementaux (Walton et Brown., 1999).

Les phénols sont associés a de nombreux processus physiologiques: croissance cellulaire,
différenciation, organogenese, dormance des bourgeons, floraison et tubérisation, fertilité,
pigmentation et la signalisation (Macheix et al., 2005).

Protection contre des agents biotiques et abiotiques car les cellules végétales répondent aux
stimuli environnementaux en synthétisant les métabolites secondaires qui peuvent les protéger
contre les agents de I'agression (Fleuriet et Macheix.,1990; Brouillard et al., 1997) .

Lutte contre 1’ostéoporose, une action bénéfique sur le diabete et I’hypertension (Franz et al.,
2003 ; Saleh et saleh., 2011).

Prévention des polyphénols contre la maladie d'Alzheimer et dautres maladies
neurodégénératives (Benlemlih, 2012).

Le tyrosol et I'hydroxytyrosol peuvent augmenter la production des mitochondries dans la
cellule, aussi induire plusieurs protéines reliées a la longévité (antivieillissement) des cellules
cardiaques (Benlemlih, 2012).

Les lignanes inhibent la croissance des cellules cancéreuses du sein, de la peau, du colon et de
poumon (Kardono et al., 1990 ; Von Holtz et al.,1998).

L'oleuropéine et I'nydroxytyrosol sont des agents utiles pour inhiber la fusion et I'intégration du
VIH (SIDA) dans les cellules humaines (Benlemlih, 2012).
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Rdle dans les critéres de qualité nutritionnelle (couleur, astringence, amertume) qui orientent les
choix de I'homme dans sa consommation vers les organes végétaux et des produits qui en
dérivent par transformation.

Réle dans la variation de certaines caractéristiques des végétaux lors des traitements
technologiques (préparation des jus de fruits, des besoins fermenté ...etc) (Fleuriet et Macheix.,
1990; Lattanzio et al ., 1994).

3.1.6. Les facteurs influengant la composition en substance phénolique

La composition en poly-phenol est déterminée par les facteurs génétiques et biologiques
dont la quantité varie sur une large gamme de 50 a 1000 mg/kg mais les teneurs usuels sont
comprises entre 100 et 300 mg/kg (Dimitrios, 2006). Parmi les facteurs externes qui influencent

également sur ses COmposes nous avons :

3.1.6.1. Facteurs agronomiques
Les conditions agricoles jouent un rdle important dans la détermination de ces
concentration a titre d’exemple : le site de culture, le type cultivar (Cheikhousma et al., 2005),
le degré de maturation (la quantité des PP diminue habituellement au stade avancé de
maturation des olives) (Visioli et al., 2002 ; Tripoli et al., 2005), les pratiques agricoles
appliquées (fertilisation, irrigation) (Gallina, 2005 ; Damak et al.,2008) .

3.1.6.2. Facteurs environnementaux

Les composés phénoliques interviennent dans de nombreux phénoménes pour permettre a
la plante de s'adapter & son milieu et les conditions climatiques agissent de maniére tres
significative sur les concentrations phénoliques (Medina, 2007).

-Lumiére : elle agit de fagon quantitative et qualitative est corrélée & une augmentation des
teneurs en composés phénoliques et plus particulierement de flavonoides dans les tissus
(Hireche, 2013).

-Temperature : elle peut modifier les teneurs en poly-phénols chez les fruits pendant la phase
de croissance mais également apres la récolte. Pour certaines plantes, un stress thermique
semblerait apparaitre & partir de 35°C, causant I'accumulation de composés phénoliques tels

que les flavonoides et les acides hydroxycinnamiques (Hireche, 2013).
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3.1.7. Méthodes d’extraction et d’analyse des composés phénoliques

3.1.7.1. Méthodes d’extraction

L’extraction des CP est une procédure assez difficile en raison de leur grande diversité
structurale ainsi que leur sensibilité aux modifications chimiques sous I’effet de la température,
I’air et la lumiére, et aux modifications enzymatiques (Naczk et Shahidi., 2004).

En générale les différentes étapes d’extraction, de caractérisation et de dosage sont valable
pour la majorité des CP mais parfois il devra étre modifié pour étre mieux adapté a leur nature
chimique, solubilité et leur degré de liaison avec d’autres constituants végétaux (Macheix et al
., 2005).

» L’extraction par solvant

L’extraction par solvant est une technique tres utilisée pour la séparation d’un produit
provenant d’un mélange obtenu en fin de réaction chimique ou pour isoler une espéce
chimique a partir d’un mélange d’especes naturelles. Mompon et ses collaborateurs. 1998,
ont préconisé deux modes d’extraction, 1’extraction liquide-liquide et I’extraction solide-
liquide.

Au cours de I’extraction liquide-liquide, il s’agit principalement d’interaction
moléculaire entre le solvant et le soluté par contre 1’extraction solide-liquide met en jeu des
mécanismes plus complexes et moins bien connus. La plupart des auteurs suggerent que
I’entrée du solvant se fipar un mécanisme osmotique et la sortie du soluté par dialyse ou par
diffusion. Le contact entre le solvant (liquide) et la matiére végétale (solide) a pour but de
libérer les poly-phénols a partir des structures vacuolaires et leur diffusion vers le milieu
d’extraction apres rupture du tissu vegétal (Owen et Johns., 1999). L’extraction par solvant
organique offre un bon rendement en CP, mais leur grande utilisation posera des problemes

de santé publique.

» L’extraction en phase solide

L’extraction en phase solide (SPE) est employée pour extraire et concentrer des
analytes a partir d’une matrice liquide en divisant les composés entre une phase solide et
liquide. C’est une technique simple, rapide et économique et réduit significativement le

volume de solvant utilisé (Bendini et al., 2003).
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» L’extraction ultrasonique

Les méthodes d’extractions ultrasoniques ont été employées pour un grand hombre
de matiere végetale (Priego et al., 2004 ; Usaquen et al., 2006). Elles tirent ses avantages de
la haute tempeérature qui (augmente la solubilité et la diffusion) et de pression (qui favorise
le transport et la pénétration) appliquées a I’interface entre la solution de solvant qui est
soumise a I’énergie ultrasonique et une matrice solide. Cette méthode a été décrite afin

d’accélérer I’extraction des CP des feuilles d’olivier (Japon et al. ,2006).

> L’extraction assistée par micro-ondes

L’extraction par solvant assistée par micro-ondes (MAE) consiste a chauffer le solvant
ayant une bonne polarité en contact avec 1’échantillon au moyen de 1’énergie des micro-
ondes qui augmente la pénétration du solvant dans la matrice, permettant ainsi la dissolution
des composés a extraire (Letellier et Budzinski., 1999 ; Hudaib et al., 2003).

La MAE comparée a I’extraction par solvant seul, offre beaucoup d’avantages comme
réduction du temps d’extraction, utilisation plus faible de solvant et une plus grande
efficacité d’extraction (Tsao et Deng., 2004 ; Martha, 2008).

» L’extraction liquide sous pression

L’extraction liquide sous pression (PLE) fonctionne suivant le principe de 1’extraction
avec des liquides surchauffés et a de hautes pressions. Ceci augmente la solubilité et la
diffusion de I’analyte dans le solvant et conduit a la rupture des interactions entre la matrice
et le soluté a extraire, accélérant ainsi le processus d’extraction avec moins de risque de

réaction de photo oxydation vue quelle se fait a labri de la lumiére (Japon et al. ,2006).

3.1.7.2. Méthodes de quantification

Il n’existe aucune méthode permettant de doser de maniere satisfaisante 1’ensemble
des CP présents dans un extrait végétal non purifiée. Néanmoins, une estimation rapide de la

teneur en phénols totaux peut étre obtenue par différentes méthodes comme :
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» La méthode colorimétrique

La méthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteau, elle est tres
sensible mais peu spécifique car beaucoup d’autres composés réducteurs peuvent interférer,
en particulier I’acide ascorbique. Lorsqu’un CP est tres fortement majoritaire dans un
matériel végétal donné on peut avoir une estimation approximative rapide de la teneur du
matériel a partir du spectre d’absorption (UV ou visible) car tous les CP végétaux absorbent

a partir de ses derniers.

» Méthodes chromatographiques

La chromatographie liquide haute performance (HPLC) est de trés loin, la technique la
plus appliquée pour la séparation et la quantification des CP comme en témoignent les
excellentes séparations sur couche mince ou sur colonne déja obtenues depuis plus de 20 ans
(Naczk et al, 2004 ; Roginsky et Lissi., 2005).

La résonance magnétique nucléaire (RMN) permet d’accéder qualitativement aux
structures des molécules et a leur environnement physico chimique sans dégrader
I’échantillon étudié par la possibilité de faire résonner différents noyaux dans un champ

magnétique (Alonso et al., 2010).

» Electrophoreése capillaire

L’¢électrophorése capillaire (EC) est une méthode analytique sensible, rapide et de
haute résolution qui demande de trés faibles quantités d’échantillons mais aussi des volumes

de solvants réduits (Bendini et al., 2003 ; Carrasco et al, 2006).

» Meéthodes couplées

Le couplage de différentes techniques a divers détecteurs comme la chromatographie
en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS) est recommandé pour

I’identification de certains CP car elle permet I’analyse compléte de leurs structures,
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déterminer leurs masses moléculaires et pour établir la distribution des substituant sur le (s)
noyau(x) phénolique(s) (Proestos et al., 2006). La chromatographie gazeuse couplée a la
spectroscopie de masse (GC, MS) donne aussi des résultats tres satisfaisants (Liberatore et
al., 2001 ; Saitta et al., 2002).

3.1.8. Paramétres influencant I’extraction des composés phénoliques

L’extraction des composés phénoliques dépend du type de solvant, la nature et la
préparation de matériel d’extraction, la structure chimique des composés phénolique, la

température, le temps d’extraction, le rapport solide-liquide et la méthode d’extraction utilisée.
» Effet de la température

Dans la plupart des cas, I’¢lévation de la température permet en générale I’accroissement
de la solubilité, la diffusion du soluté et de diminuer la viscosité de la solution (Ben amor,2014).

Et ceci pour les raisons suivantes :
-La chaleur facilite I’extraction en rendant les parois cellulaires perméables par dénaturation.
- Les hautes températures augmentent la solubilité des matieres a extraire.

-Le solvant d’extraction devient moins visqueux ce qui facilite son passage a travers la masse de
substrat solide ainsi que les opérations ultérieures de séparation. La limite maximale de la
température est imposée par le point d’ébullition du solvant pour éviter le risque de dommage

thermique du soluté et extraire les composés nuisibles (Ben amor, 2014).

» Effet du temps d’extraction

Les quantités de substances extraites sont en fonction du temps de séjour du matériel dans
le solvant car cela permet a ce dernier de se pénétrer a I’intérieure des vacuoles et puis la
dissolution des composé ...etc. En générale en augmentant la température avec agitation
moléculaire cela permet de diminuer le temps de contact sans diminution notable du rendement
(Hamsi, 2013).

» Effet de taille des particules

Il est généralement connu que la matiere vegétale présente une plus grande surface de

contact avec le solvant quand elle est sous une forme broyee, lui permettant ainsi d’accélérer la
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cinétique et d’améliorer le rendement (Bonnaillie et al ., 2012). La diffusion interne est plus
rapide lorsqu’on utilise des particules fines. Cependant, les particules de taille tres fine posent
des difficultés technologiques comme : tassement du lit de solides provoquant une diminution de
sa perméabilité au solvant ce qui aboutit a la formation des courants préférentiels et de zones ou
le solvant ne circule pas par conséquent difficulté de séparer les particules trés fines de 1’extrait

liquide apres la fin de 1’extraction (D’alessandro,2013) .
» Effet de I’agitation

L’agitation a un effet certain sur la diffusion moléculaire puisqu’elle garde les particules en
suspension et homogénéisant le milieu, elle réduit également la résistance de transfert des solutés

(coefficient de transfert augmenté) (Rajha, 2015).

> Effet du soluté

La nature et 1’état physique du soluté ont une grande importance car ils déterminent le
mécanisme de transfert de matiére. Le soluté contenu dans ces corps est soit un solide, soit un
liquide, stable ou non a la chaleur ou a I’atmosphere. Si le soluté est dispersé régulierement dans
le solide, les parties superficielles sont dissoutes en laissant derriére elles un solide poreux. Le
solvant doit d’abord pénétrer la couche extérieure avant d’atteindre le soluté situé en profondeur
ce qui rend le chemin du solvant de plus en plus difficile qui se traduit par une diminution de la

vitesse d’extraction (Bousbia, 2011).

Le soluté a extraire contenu dans le corps solide influence significativement la vitesse
d’extraction selon : sa taille, sa localisation, sa répartition et ses liaisons dans la matiere végétale
avec d’autres composes. La vitesse de diffusion est inversement proportionnelle a la taille des
particules du soluté (elle diminue quand la taille de ces dernieres augmente et vis versa) (Poirotr,
2007 ; Tinamri et Lagmi., 2014).

> Effet du solvant

Le solvant est un fluide capable de solubiliser d’autres substances conduisant a une

solution homogeéne, il est choisi par apport :
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- ses propriétés physiques (densité, viscosité, point d’ébullition, chaleur spécifique... etc.),
déterminant les conditions de son (épuisement, vitesse d’écoulement, filtration, pertes par
volatilisation... etc.).

- la nature des principes a dissoudre (liquide ou solide) et il doit pouvoir extraire les composés
polaires et apolaires ou bien étre sélectif (Bousbia, 2011).

- ses caractéristiques économiques (peux couteux) et son prix de revient (Cuong, 2010).

- 1l doit étre stable (non réactif), non toxique, non inflammable, inoffensif pour 1’environnement
(Poirotr, 2007).
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Matériel et méthodes

1. Matériel et méthodes

1. 1. Matériel végétale

Les fruitsd’olivier étudiés proviennent de la variété « Bouchouk », récoltés dans le verger
de la collection variétale de 1’institut technique d’arboriculture fruitiére et de la vigne (I.T.A.F-

V) de Sidi-Aich (Bejaia, Algérie), durant la journée du 8 septembre 2019.

Les olives a maturité vertes ont été cueillies a la main, afin d’éviter les blessures causées par le
gaulage. Pour réaliser un échantillonnage homogeéne, la cueillette a été effectuée en se
déplacent d’une maniére réguliére autour de I’arbre. Les olives ont été nettoyées et débarrassees
des feuilles, poussieres et pédoncules ; puis séchées a ’aide d’un lyophilisateur dans le but
d’¢éliminer I’humidité et pour limiter le temps de séchage et toutes altérations dues au contact
avec ’air et la lumiére. Afin d’accélérer la lyophilisation nous avons laissé les échantillons
dans de tres base tempeératures -80° C pendant 12 heures. La durée de temps de la lyophilisation
a été de 24 heures. Le broyage des olives séchées a été réalisé avec un moulin électrique a
lames aiguisé afin d’obtenir une fine poudre decalibreinferieur de 0,5mm de diamétre, qui va
nous faciliter I’extraction de la fraction polaire .Enfin la poudre est conservée dans des tubes
adapté, bien fermés a I’abri de la lumiére et de I’humidité pour éviter tous détérioration de

I’échantillon.

1.2.Préparation des extraits

L’extraction solide liquide est une opération de transfert de matiere entre une phase
solide (quicontient lamatiérea extraire) et une phase liquide (solvants d’extraction) (Harzi,
2013).Cette étape consiste a extraire le maximum des moléculesphénoliques contenant dans la
pulpe d’oliveen utilisant différentes mélanges et concentrations de solvants (Eau, éthanol (Eth)

et méthanol (Méth)) qui accélérent et augmente le rendement d’extraction.

Pour extraire les composes phénoliques nous avons preparé dans un erlenmeyer quatre

solutions différentes par rapport au type et volume de solvants utilisés:

. Premiére solution : Mélange Méthanol/ Eau (70/30 ; v:v)
. Deuxiéme solution :Mélange Méthanol/ Eau (50/50 ; v:v)
. Troisieme solution : Mélange Ethanol/ Eau (70/30 ; v:v)

. Quatrieme solution : Mélange Ethanol/ Eau (50/50 ; v:v)
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Nous avons pesé¢ 0,5g d’échantillons de pulpe d’olive et puis ces derniers ont été
mélangés avec 10 ml de chaque mélange de solvants préparés précédemment, afin d’obtenir
quatre solutions différentes. L’extraction de la fraction phénolique et chlorophyllienne a été
effectuée par deux procédés d’extraction différents.La méthode conventionnelle est basée sur le
principe de 1’agitation etl’autre plus moderne qui consiste a une extraction par I’Ultrason. Le
temps d’extraction a été de 10 min pour chaque technique. Ensuite, tous les échantillons ont
subis une centrifugation pondant 10 min avec une vitesse de 5000 tours/min. Les échantillons
ont été laissés reposer 15 min dans le but de faciliter la séparation des phases (solide et liquide),
puis la phase liquide a été prélevée et transférée dans des tubes a essai. Enfin, les extraits
phénoliques ont été conservés a I’abri de la lumicre et a température de 4°C, jusqu’a

I’utilisation. La figure 26 comprend les étapes suivies pour la préparation des extraits :

0,5g depulpe d’olive

N

10 ml
Meth/Eau
(50/50 ; v:v)

=]
©
w
>
=
=
w
£
o
-

(70/30;v:v)

10 ml Eth/Eau
(50/50; v:v)

10 ml
Meth/Eau
(70/30; v:v)

Agitation 10 min Bain ultrason 10 min

4

Centrifugation 10 mina 5000 t/min

4

Laissez reposer 15 min

4

Conservation des extraits dans des tubes a essai
a4°C

Figure 26:Schéma synthétisant les différentes étapes d’extraction des composes phénoliques a
partir de la pulpe olive.
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1.3. Extraction et dosage

1.3.1.Phénols totaux

La détermination de la teneur en phénols totaux est effectuée selon la méthode décrite par
Singleton et Rossi. (1965).Brievement, 0.5 ml d’extrait de pulpe est mélangé avec 2.5 ml de
folin-Ciocalteu (dilué 10 fois avec de 1’eau distillée).Les mélanges ont été laissé 8 min a
température ambiante et a 1’abri de la lumiére, puis 2ml de Na2CO3(3.75g de Na2COs /50ml
d’eau distillée) sont ajoutées. Les solutions ont été incubées dans un bain-marie a 50° C

pondant 8 min. Apres refroidissement, une lecture de densité optique a 760 nm est effectuee.

Une courbe d’étalonnage a éte effectuée avec différentes concentrations d’acide gallique (0, 2,
4, 6, 8et 10 mg/g), réalisée avec les mémes étapes de la préparation des extraits. Les résultats
de la teneur en phénols totaux sont exprimés en milligrammes d’équivalent d’acide gallique par

gramme d’extrait sec (mgEAG /g ES)(Figure 27).

l ’ L] ]
courbe d'étallonage acide galique
0,1
y =0,0094x - 0,0029
0,08 R2=0,9939
£
[=
§ 0,06
«© courbe dacide
@ 0,04 galique
c e 4.
S —— Linéaire (courbe
§ 0,02 dacide galique)
2 —— Linéaire (courbe
0 dacide galique )
(ﬁ 5 10 15
-0,02
concentration (mg/g )

Figure 27: Courbe d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des phénols totaux(mg/g).
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1.3.2.0rtho-Diphénols

La teneur en ortho-diphénols a été évaluée en utilisant la méthode proposee par Bendiniet al.
(2007).Brievement, le protocole de dosage des Ortho-diphénols consiste a melanger 0.3 ml
d’extrait avec20 ml du mélangeméthanol /eau (70/30 ; v:v). Puis, on ajoute 4 ml de molybdate
de sodium Na:MoO4 (5g de molybdatedans 150 Méth /Eau).On laisse la solution a 1’obscurité
pendant 8 min. Une lecture de densité optique a été effectuée a 1’aide d’un spectrophotométre
UV-Visible 9200 a une longueur d’onde de 370 nm.

Les concentrations en ortho-diphénols des échantillons ont été calculées a partir d’une courbe
d’étalonnage de Tyrosol (0, 2, 4, 6, 8 et 10 mg /g). Les résultats sont exprimés en milligrammes

d’équivalent de Tyrosolpar gramme d’extrait sec(mg ET/g ES)(Figure 28).

courbe d'étallonage tyrosol

0,9
e 0,8 y =0,1763x - 0,182
= 0,7 R?=0,9961
~ 0,6
™M
@ 0,5
S 04 =¢==Ccourbe de tendance
-g 03 tyrosol
(7]
2 0.2 Linéaire (courbe de
0,1 tendance tyrosol)
0
0,10 2 4 6 8

concentration (mg/g)

Figure28 : Courbe d'étalonnage de Tyrosol pour le dosage des ortho-diphénols(mg/g).
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1.3.3. Flavonoides

La quantification des flavonoides a été réalisée par une méthode utilisant le trichlorure

d'aluminium (AICI5) et la soude, proposé parZhishenet al.(1999).

Un volume de 0.125 ml d’extrait est mélangés avec 1.375ml d’eau distillée et 75 ul d’une
solution de nitrite de sodium (NaNo03).On ajoute150 ul de chlorure d’aluminium (AICI3) a 10%,
apreés 6 min d’incubation a température ambiante, on a rajouté 0.5 ml de sodium hydroxyde
(NaOH) aux différents tubes. Le volume final a été complété avec 275 ul d’eau distillée. Les
solutions ont été agitées vigoureusement afin d’homogénéiser le contenue, puislaissez reposer
pondant 10 min. L’absorbance est mesurée & 510nm contre un blanc a I’aide d’un

spectrophotometre UV 9200.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditionsopératoiresen

utilisant la quercétine comme contréle positive a différentes concentration (0,2, 4, 6, 8 et 10

mg/g).

Les résultats de la teneur en flavonoide sont exprimés en milligramme d’équivalent de

quercétine par gramme d’extrait sec (mgEQ /g ES) (Figure 29).

l [ ] [ ]
courbe d'etallonage calcitine
1,2 y = 0,1894x - 0,3508
R? = 0,9835
1
g 08 /
c
S 06
n
S 04 —Sériel
©
'g 0.2 —— Linéaire (Sériel)
2
® 0
0 2 4 6 8
0,2
0,4
concentration (mg/g)

Figure 29 : Courbe d'étalonnage de quércitine pour le dosage des flavonoides(mg/qg).
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1.3.4. Dosage des pigments chlorophylles

Le dosage des différents types de chlorophylles a été directement fait a partir des extraits en
lisant leurs absorbances dans le spectrophotométre a la longueur d’onde 642 nmpourla
Chlorophylle (a)et 660nmpour la chlorophylle (b), toutes les mesures sont refaites trois (03)
fois. Puis nous avons fait le calcul a I’aide des formules ci-dessous décrites par Allaloutet al.
(2009).

Chlorophylle a =9,93 *A 660 nm- 0,777* A 642,5 nm
Chlorophylle b = 17,6*A642, 5nm -2,81*A 660 nm

Total chlorophylle= 7,12*A 660 nm + 16,8*A 642,5 nm

Ou:
A642,5 : I'absorbance de I’échantillon a 660 nm.

A660 : I'absorbance de I’échantillon a 642,5 nm.

1. 4. Analyse statistique

Chaqgue analysea été réalisée en triplicata. Les données obtenues ont été présentés sous forme
de moyenne et écart types dans les différentes figures illustrés (partie résultats est discussion).
L’analyse statistique a été réalisée a I’aide du logiciel statistique Minitab, version 19 (Minitab
software, USA).Afin comparer les résultats obtenus et mettre en évidences les
différencessignificatives existantes entre les échantillons, et cela pour chaque parametre, nous
avons appliqué une analyse de la variance ANOVA, et le test de comparaison multiple
« Tukey » afin de déterminer les différents groupes homogénes:

e P >0.05 différences non significatives entre les échantillons.
e P< 0,05 différence significative entres les échantillons.

e P <0,025 différences hautement significatives entre les echantillons.
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2. Résultats et discussion

2.1. Taux des phénols totaux

Le dosage des phénols totaux nous donne une estimation globale de la teneur en

differentes classes des composes phénoliques contenu au niveau de 1’extrait.

Les méthodes colorimétriques ont été utilisées pour evaluer la quantité des composés
phenoliques dans la matiéere végétale. La technique d’extraction et le choix du solvant utilisé
sont les principaux critéres a prendre en considération pour une extraction rentable (Turkmen
etal ., 2007).

La concentration en PT est déterminée et les résultats obtenus sont représentés dans la
(Figure 30).
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Figure 30 : Teneurs en phénols totaux des différents extraits de pulpe olive (mg EAG /g ES).

La différence entre les teneurs en PT en fonction de la technique d’extraction employé
est hautement significative (p < 0,025). L’ultrason a donné des rendements plus élevée de
196 ,22 mg/g contre 180,39 mg/g pour I’agitation, cela peut étre due : aux effets mécaniques
des ultrasons, qui ont induit une plus grande pénétration du solvant dans les matériaux
cellulaires et améliorent le transfert de masse. Les ultrasons dans I'extraction peuvent
également perturber les parois cellulaires, facilitant la libération de leur contenu. Par

conséquent, 1‘efficacité de rupture des cellules et du transfert de masse sont cités en tant que
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deux facteurs principaux menant aux bonnes performances de I'extraction avec la puissance

ultrasonique (Mason et al., 1996 ).

D’apreés les résultats nous avons remarqué que la teneur en PT est plus importante dans
les extraits plus concentrés en solvants (70/30; v: v) par apport au extraits les moins
concentrés en solvant (50/50 ; v : v). Par ailleurs, les extraits éthanoiques enregistrent les
teneurs en phénols totaux les plus éleveées de 196,22 mg/g MS. D’aprés (Rajha, 2015)
I’extraction des composés phénoliques s’améliore avec 1’augmentation du ratio liquide/ solide
puisqu’il agit sur le gradient de concentration entre la matrice végétale et le solvant qui

favorise le transfert de matiére.

Les travaux conduits par Mulinacci et al. (2004) confirment nos résultats en indiquant
que I’éthanol en combinaison avec I’eau permet une meilleure extraction des phénols totaux.
L’addition de I’eau aux solvants organiques augmente la solubilité des phénols par modulation

de la polarité du solvant organique (Mohammedi et al ., 2011).

Aussi cette augmentation est peut étre due a l'affaiblissement des liaisons d’hydrogene
dans les solutions aqueuses comme elle peut étre causé par I'augmentation de la basicité et de
I’ionisation des phénols dans de telles solutions (Katalinic et al., 2010).

En ce qui concerne les PT des olives, les meilleures valeurs trouvées se situent entre
187-196 mg/g et ils sont tres faibles par rapport a celle apportée par Silva et al. (2006) qui
varie entre 13,9-30g/kg et de celle trouvée par Owen et al. (2004) (4,48g/kQg).

La différence entre les valeurs trouvées et celles apportées par la bibliographie peut
étre expliquée par la nature du matériel de démarrage, la méthode d’extraction, volume et de
la polarité du solvant adaptée qui détermine la quantité, la qualité des composés phénoliques

extraits et de la classe des phénols dans le matériel végetal (Sineiro et al., 2008).

En plus, la variation de la teneur en PT est abondamment dépendante de plusieurs
facteurs : la variété, degré de maturation (Boudhrioua et al., 2008), des conditions
géographiques, climatiques (Mylonaki et al., 2008), de 1’état physiologique et 1’dge de la
plante (Deleonardis et al., 2008).
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2.2. Taux des Ortho-diphénols

La concentration des extraits en Ortho-diphénols sont représentés dans la (Figure 31).
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Figure 31 : Teneurs en ortho-diphénols des différents extraits (mg ET/g ES).

L’extraction par ultrason a enregistré des teneurs en ortho -diphénols les plus élevées
de 108,6 mg /g comparant a celle marqué en appliquant I’extraction par agitation, donnant une
teneur maximale de 99,17mg/g. D’apres ses résultats nous avons constaté que la technique

ultrasonique est préférable pour I’extraction de ses composés.

Par ailleurs, Les rendements d’extraction différent significativement en fonction du
type du solvant (p < 0,025). En comparant les résultats obtenus avec les deux solvants a
différentes concentrations, il est évident que 1’éthanol montre un pouvoir d’extraction plus
favorable que celui du méthanol. Ceci peut étre justifié par le faite que 1’éthanol a une plus

grande affinité pour 1’eau.

L<action alcoolisée de 1°éthanol, provoque certaines dégradations au sein des matieres
végétales portant notamment sur la rupture des ponts éther des molécules phénoliques
(Schultz et Ambroscheit., 1989). De plus la solubilité de 1‘eau et sa polarité seront plus
particulierement déterminantes pour prévoir le pouvoir du solvant vis-a-vis des composés
hydrophiles dans un milieu hydrophile. Le méthanol étant beaucoup plus nocif, il nous reste a
constater que dans les limites de la gamme considérée des solvants, le choix a préférer est le

mélange éthanol —eau en proportion volumique (50/50 ; v : v).
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2.3. Taux de Flavonoides

La principale raison pour laquelle on a choisi cette classe de polyphénols réside dans
le fait que les flavonoides constituent la classe poly-phénolique la plus importante avec plus

de 5000 composés deja décrite (Gomez, 2006).
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Figure 32 : Teneurs en flavonoide des différents extraits (mg EQ /g ES).

D’aprés les résultats des extraits illustrés dans la (figure 32) nous avons déduit que
I’agitation est beaucoup plus efficace pour extraire les flavonoides avec un rendement
maximum de 10,69 mg/g contre un rendement maximum de 10,52 mg/g pour I’ultrason. On
peut expliquer cette différence par le faite que 1’agitation mécanique des particules dans le
solvant permet leur maintien en suspension et de maniere homogene ce qui présente un effet
toujours favorable sur ’opération et dans le cas de I‘extraction aqueuse, 1’agitation permet
aussi de réduire la résistance au transfert de solutés au niveau de 1’interface solide liquide

(couche limite) et d’augmenter le coefficient de transfert (Leybros et Frémeaux ., 1990).

En ce qui concerne le solvant d’extraction, quel que soit la méthode employée,
I’éthanol mélangé avec de I’eau distillé a (50/50 ;v :v) a donné les meilleures teneurs .Selon
(Jokic et al.,2010) I’éthanol reste le meilleur extracteur des flavonoides gréce a sa polarité de
plus il a I’avantage d’étre non polluants, moins chers et non toxiques par rapport a d’autres

solvants comme le méthanol .

Comme il ressort de notre travail qu'en comparant les résultats obtenu pour les phénols
totaux et ortho-diphénols qui sont trés importants a ceux obtenu avec les flavonoides, que ses

derniers sont difficilement hydrosolubles par conséquent la combinaison entre 1’eau et le
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solvant organique utilis€ nous a permis d’extraire une fraction un peut plus riche en ses

COMPpOSés.

2.4.  Taux de Pigments chlorophylliens

Le fruit de I’olivier (olive) est riche en pigments chlorophylliens essentiellement : la
chlorophylle a et b, lutéine, B-caroténe, anthéraxanthine, violaxanthine et neoxantine et
pendant le processus d’extraction de 1’huile d’olive ses derniers se transforme en:
phéophytine a et b, lutéoxanthine, auroxanthine et mutatoxanthine qui sont responsable de la

couleur verdatre de I’huile d’olive (Criado et al ., 2007).

Au cours de la maturation des olives, la teneur en chlorophylle diminue suite a leur
dégradation par les lipooxygénases, les peroxydases ou les chlorophyllases (Gandul et
Minguez., 1996). Selon Garcia et al. (1996), ces pigments sont remplacés par les

anthocyanes.

2.4.1. Chlorophylle a

La chlorophylle (a) est la principale forme de chlorophylle présente chez les
organismes qui mettent en ccuvre la photosynthése. Ce pigment présente en milieu aqueux
deux maximums absorptions spectrales (440-660nm), les valeurs exactes varient en fonction

de la composition du solvant (Jokic et al.,2010).
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Figure 33 : Teneurs en chlorophylles (a) des différents extraits (mg/qg).
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La teneur des extraits en chlorophylle (a) présenté dans I’histogramme (figure 33)
nous montre une différence significative (P <0 ,025) concernant les deux méthodes
d’extraction. L’agitation a donné les plus grandes teneurs comprises entre 2,37 et 7, 38 mg /g

contre la méethode ultrasonique qui a donneé des faibles teneurs comprises entre 1,53 et 2 ,44

mg/g.

En ce qui concerne le solvant d’extraction, on constate que quel que soit le mode
d’extraction, le méthanol est le meilleur extracteur des chlorophylles (a). Les résultats
obtenus par Abaza et al. (2011) ont confirmé que le méthanol reste le solvant le mieux choisi

pour extraire la fraction chlorophylliennes.

2.4.2. Chlorophylle b

La chlorophylle (b) est une forme de pigment de couleur jaune qui absorbe
essentiellement la couleur bleu et qui est d’ avantage soluble en milieu aqueux de la

chlorophylle (a) en raison de son groupe carbonyle (Jokic et al.,2010). .
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Figure 34 : Teneurs en chlorophylles (b) des différents extraits (mg/g).

L’analyse des résultats de la teneur en chlorophylle b consigné dans la (figure 34)
réveéle que ’agitation est plus efficace pour I’extraction de ses pigments d’un rendement

maximum de (10,86 mg/kg) que celle d’ultrason (6,01 mg/kg).
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Quel que soit le mode d’extraction, les extraits méthanoiques mélangés avec de 1’eau

ont enregistrés les teneurs les plus élevées en chlorophylle (b).

Concernant les mélanges solvant (méthanol /eau), on remarque que la solution la plus
concentré en méthanol (70 /30 ; v : v) a donner un rendement en chlorophylle (b) plus élevé

que celui de la concentration (50/50 ; v : v).

2.4.3. Totale chlorophylle

La figure 35 représente les teneurs en totale chlorophylle, exprimées en milligramme par
gramme (mg/q), pour les huit (8) échantillons de pulpe d’olive variété « Bouchouk ».
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Figure 35 : Teneurs en totale chlorophylles des huit (8) extraits analysés (mg/g).

Il ressort a travers 1’observation des rendements d’extraction de la (figure 36) que
’agitation reste la meilleure technique pour extraire les totales chlorophylles avec des teneurs

optimales comprises entre (10,21- 16,99 mg/g).

Les résultats de cette étude révélent aussi que le méthanol reste toujours le meilleur

extracteur des pigments chlorophylliens comme on la déja démontré précédemment.
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Conclusion et perspectives

L’objectif de notre étude est I’extraction des composés phénoliques qui est une étape
cruciale pour la valorisation de ces principes actifs, elle dépend de la méthode, de la
concentration et de type de solvant approprié qui préservent leurs propriétés biologiques. De
nos résultats, il ressort que 1’ultrason par 1’éthanol est la meilleure technique d’extraction des
phéenols totaux et les ortho-diphénols mais pour les flavonoides ¢’est 1’agitation qui est plus
adéquate. Cette derniére est aussi préférable pour ’extraction des pigments chlorophylliens
mais en utilisant le méthanol comme solvant d’extraction mélangé avec de I’eau distillé a

(70/30; v :v).

On comparant les rendements d’extraction des extraits on a conclu que I’olive verte de
la variété « Bouchouk » est trés riche en phénols totaux et ortho-diphénols avec des teneurs
maximales estimeés respectivement entre 196 mg EAG/g MS et 109 mg ET/g MS par apport
aux teneurs maximales enregistré pour les flavonoides et les totales chlorophylles qui sont

tres basses comprises respectivement entre 10,69 mg EQ/g MS et 17 mg/ g MS.

Les résultats de cette étude révélent aussi que I’olive renferme des quantités
importantes de composés phénoliques qui ont des effets bénéfiques sur la santé en intervenant
dans la lutte contre le stress oxydant impliqué dans I’apparition de diverses pathologies
comme : les maladies cardiovasculaires, certains types de cancers, 1’athérosclérose, les

pathologies cérébrales, les dégénérescences liées au vieillissement accélére.
A T’issue de la présente étude les perspectives suivantes peuvent étre dégagées :

v Il serait intéressant de compléter ce travail par une étude comparative sur les
différents modes d’extraction des poly-phénols comme la macération et la
décantation.

v Dans un deuxiéme temps, il serait intéressant d’évaluer I’activité anti-oxydante
des extraits de pulpe d’olive variété « Bouchouk ».

v" Utiliser d’autres solvants d’extraction de forte polarité comme 1’acétone pour

un meilleur rendement en ses composés antioxydants.
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Annexe 01 : Matériels réactifs chimiques

Produits et réactifs

Appareillages

Eau distillée

Méthanol

Ethanol

Acide galliqgue C7HgOs
Tyrosol

Quércitine

Solution du réactif Folin -
Cicalteu

Molybdate

Solution d'hydroxyde de
sodium (NaOH)
Bicarbonate de sodium
N82CO3

Trichloride d'aluminium
AlCl3

Acide chlorhydrique HCI

Balance analytique de
précision
Spectrophotometre UV-
visible

Cuve de
spectrophotometre
Centrifugeuse a 5000
tours / minute
Dessiccateur

Bain marie

Agitateur

Réfrigérateur

Tubes a essai

Pipette et micro-pipettes
Bicher

Erlenmeyer

Papier aluminium
Papier adsorbant




Annexe 02 : Résultats des tests statistiques

e Analyse de la variance : méthode d’extraction

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Méthode 1 884,9 884,91 11,07 0,005

Erreur 14 1118,9 79,92

Total 15 2003,8

e Analyse de la variance : solvant d’extraction
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
solvant 3 3326 110.9 0.8 0.519
Erreur 12 1671.2 139.3

Total 15 2003.8

Figure 01 : Résultats de I’'analyse de ’ANOVA a un facteur controlé pour la
teneur en phénols totaux dans les extraits de pulpe d’olive étudiés.

e Test Tukey : méthode d’extraction

Méthode N Mean Grouping
ultrason 8 190,24 A
Agitation 8 175,36 B
e Test Tukey : solvant d’extraction
solvant N Mean Groupe
meth 70/30 4 186,94 A
eth 70/30 4 186,89 A
eth 50/50 4 181,44 A
meth 50/50 4 175,91 A

-Les moyens qui ne partagent pas une lettre sont significativement différents.

Figure 02 : Résultat du teste Tukey pour les phénols totaux.

DF : Degré de liberté. Adj SS : Somme des carrées des écarts. Adj Ms : Carré moyenne

F-value : F calculé. P-value : Probabilité.




e Analyse de la variance : méthode d’extraction

F-

Source DF | AdjSS | AdjMS | Value P-Value
Méthode 1 119 119,01 2,37 0,146

Erreur 14 703,2 50,23

Total 15 8222

e Analyse de la variance : solvant d’extraction
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
solvant 3 573.5 191.17 9.22 0.002
Erreur 12 248.7 20.72

Total 15 822.2

Figure 03 : Résultats de I'analyse de I’ANOVA a un facteur contrélé pour la
teneur en Ortho-diphénols dans les extraits de pulpe d’olive étudiés.

e Test Tukey : méthode d’extraction

Méthode N Mean Grouping
ultrason 8 98,87 A
Agitation 8 93,42 A

e Test Tukey : solvant d’extraction

solvant N Mean Groupe
meth 70/30 4 101.93 A
eth 70/30 4 78.375 A
eth 50/50 4 98.18 A
meth 50/50 4 86.102 B

-Les moyens qui ne partagent pas une lettre sont significativement différents.

Figure 04 : Résultat du teste Tukey pour les Ortho-diphénols.

DF : Degré de liberté. Adj SS : Somme des carrées des écarts. Adj Ms : Carré moyenne

F-value : F calculé. P-value : Probabilité.




e Analyse de la variance : méthode d’extraction

Source DF | AdjSS Adj MS |F-Value P-Value
Méthode 1 | 0,04313 | 0,043128 7,58 0,016
Erreur 14 | 0,0797 | 0,005693
Total 15 | 0,12283
e Analyse de la variance : solvant d’extraction
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
solvant 3 0,03325 0,011083 1,48 0,268
Erreur 12 0,08958 0,007465
Total 15 0,12283

Figure 05 : Résultats de I'analyse de I’ANOVA a un facteur contrélé pour la
teneur en flavonoides dans les extraits de pulpe d’olive étudiés.

e Test Tukey : méthode d’extraction

Méthode N Mean Grouping
Agitation 8 10,5741 A
ultrason 8 10,4702 B
e Test Tukey : solvant d’extraction
solvant N Mean Groupe
meth 70/30 4 10,5979 A
eth 70/30 4 10,5106 A
eth 50/50 4 10,504 A
meth 50/50 4 10,4762 A

-Les moyens qui ne partagent pas une lettre sont significativement différents.

Figure 06 : Résultat du teste Tukey pour les flavonoides.

DF : Degré de liberté. Adj SS : Somme des carrées des écarts. Adj Ms : Carré moyenne

F-value : F calculé. P-value : Probabilité.




e Analyse de la variance : méthode d’extraction

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Méthode 1 10,66 10,663 6,2 0,026
Erreur 14 24,06 1,719

Total 15 34,73

e Analyse de la variance : solvant d’extraction

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
solvant 3 8,449 2,816 1,29 0,324
Erreur 12 26,276 2,19

Total 15 34,725

Figure 07 : Résultats de I'analyse de ’ANOVA a un facteur controlé pour la
teneur en chlorophylle (a) dans les extraits de pulpe d’olive étudiés.

e Test Tukey : méthode d’extraction

Méthode N Mean Grouping
Agitation 8 3,324
ultrason 8 1,692

e Test Tukey : solvant d’extraction

solvant N Mean Groupe
meth 70/30 4 3,71 A
eth 70/30 4 2,449 A
eth 50/50 4 2,0158 A
meth 50/50 4 1,858 A

-Les moyens qui ne partagent pas une lettre sont significativement différents.

Figure 08 : Résultat du teste Tukey pour la chlorophylle (a).

DF : Degré de liberté. Adj SS : Somme des carrées des écarts. Adj Ms : Carré moyenne

F-value : F calculé. P-value : Probabilité.




e Analyse de la variance : méthode d’extraction

Source DF | AdjSS | Adj MS | F-Value P-Value
Méthode 1| 32,07 32,07 7,54 0,016

Erreur 14 | 59,56 4,254

Total 15| 91,63

e Analyse de la variance : solvant d’extraction
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
solvant 3 23,75 7,918 1,4 0,291
Erreur 12 67,87 5,656

Total 15 91,63

Figure 09 : Résultats de I'analyse de TANOVA a un facteur contrélé pour la
teneur en chlorophylle (b) dans les extraits de pulpe d’olive étudiés.

e Test Tukey : méthode d’extraction

Méthode N Mean Grouping
Agitation 8 7,074 A
ultrason 8 4,242 B
e Test Tukey : solvant d’extraction
solvant N Mean Groupe
meth 70/30 4 6,93 A
eth 70/30 4 6,72 A
eth 50/50 4 4,9825 A
meth 50/50 4 4,002 A

-Les moyens qui ne partagent pas une lettre sont significativement différents.

Figure 10 : Résultat du teste Tukey pour la chlorophylle (b).

DF : Degré de liberté. AdjSS : Somme des carrées des écarts. Adj Ms : Carré moyenne
F-value : F calculé. P-value : Probabilité.




e Analyse de la variance : méthode d’extraction

Source DF | AdjSS | AdjMS | F-Value P-Value
Méthode 1 79,56 79,56 7,27 0,017
Erreur 14 | 153,18 10,94
Total 15 | 232,74
e Analyse de la variance : solvant d’extraction
Source | DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
solvant |3 55,07 18,36 1,24 0,338
Erreur 12 177,66 14,81
Total 15 232,74

Figure 11 : Résultats de I'analyse de I’ANOVA a un facteur contrélé pour la
teneur en totales chlorophylles dans les extraits de pulpe d’olive étudiés.

e Test Tukey : méthode d’extraction

Méthode N Mean Grouping
Agitation 8 10,39 A
ultrason 8 5,928 B
e Test Tukey : solvant d’extraction
solvant N Mean Groupe
meth 70/30 4 10,63 A
eth 70/30 4 9,159 A
eth 50/50 4 6,991 A
meth 50/50 4 5,854 A

-Les moyens qui ne partagent pas une lettre sont significativement différents.

Figure 12 : Résultat du teste Tukey pour les totales chlorophylles.

DF : Degré de liberté. Adj SS : Somme des carrées des écarts. Adj Ms : Carré moyenne

F-value : F calculé. P-value : Probabilité.




Résumé

L’olivier (Olea europaea) est un arbre méditerranéen largement utilisée en médecine
traditionnelle pour ses propriétés biologiques attribuées essentiellement aux poly-phénols qui se
trouvent presque dans toutes ses parties et sous produits (olive, feuille et huile). Afin d’évaluer la
meilleure technique d’extraction de poly-phénols totaux, ortho-diphénols, flavonoides et pigments
chlorophylliens de I’olive de la variété « Bouchouk », nous avons utilisé deux méthodes
d’extraction, a savoir ’ultrason et 1’agitation et deux solvants a différentes concentrations (des
mélanges d’eau soit avec du méthanol ou 1’éthanol a différente concentrations). Toutefois les
extraits éthanoiques de pulpe d’olive ont donné un rendement d’extraction un peut plus important
par port au extraits méthanoiques de la pulpe d’olive, ce qui nous a permis de dire que 1’éthanol est
le meilleur solvant d’extraction des composés phénoliques. L’ultrason semble étre la meilleure
technique pour I’extraction des poly-phénols totaux et ortho-diphénols mais pour les flavonoides
c’est D’agitation qui est plus efficace. L’emploi de la technique d’agitation en présence de

méthanol /eau (70/30) est plus performante pour I’extraction des pigments chlorophylliens.

Mots-clefs: Pulpe d’olive, technique d’extraction, solvant d’extraction, phénols totaux,

ortho-diphénols, flavonoides, pigments chlorophylliens.

Abstract

The olive tree (olea europaea) is a Mediterranean tree widely used in traditional medicine for
its biological properties attributed mainly to polyphenols which are found in almost all of its parts
and by-products (olive, leaf and oil). In order to evaluate the best technique for extracting total
polyphenols, orthodiphenols, flavonoids and chlorophyll pigments from the olive of the
“Bouchouk” variety, we used two extraction methods, namely ultrasound and agitation and two
solvents at different concentrations (mixtures of water with either methanol or ethanol at different
concentrations). However, the ethanoic extracts of olive pulp gave a slightly higher extraction yield
by porting the methanoic extracts of the olive pulp, which allowed us to say that ethanol is the best
extraction solvent. Phenolic compound Ultrasound appears to be the best technique for extracting
total polyphenols and orthodiphenols, but for flavonoids agitation is more efficient. The use of the
stirring technique in the presence of methanol / water (70/30) is more efficient for the extraction of

chlorophyll pigments.

Keywords: Olive pulp, extraction technique, extraction solvent, total phenols, ortho-

diphenols, flavonoids, chlorophyll pigments.
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