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INTRODUCITON GENERALE

Introduction générale

Les lipides occupent une place importante dans les apports alimentaires, ils sont
essentiels au développement et au fonctionnement du corps humain. La source et laqualité des
lipides dans |'alimentation semblent avoir un impact majeur sur la santé humaine (Rondanini et
al., 2014). Ainsi, les régions méditerranéennes connues pour leur régime alimentaire riche en
huile d'olive, présentent les plusfaiblesincidences en certaines maladies qualifiéesde ™" maladie
du siecle " dans le monde. La composition en acides gras de I'huile d'olive se distingue des
autres huiles végétales par saforte teneur en acides gras monoinsaturés au détriment des acides
gras saturés. L'importance d'un ratio éevé d'acides gras monoinsaturés/saturés de I'huile d'olive
dans les usages quotidiens a été corrélée a une faible incidence des maladies coronaires et du
cancer (Guasch-Ferré et al., 2019). D'autres études ont démontré son efficacité pour réduire
I'apparition de nombreuses maladies chroniques, comme |'athérosclérose, la polyarthrite
rhumatoide et la stéatose hépatique non alcoolique (Casas et al., 2018 ; Summerhill et al., 2018
; Vaenzuela et Videla, 2020).

Par ailleurs, I'nuile d'olive vierge extra(HOVE) reste un pur jus defruit naturel résultant
d'une simple extraction physique sans utilisation de solvants comme c'est |e cas pour les huiles
degraines (COI, 2019). Ce procédé d'extraction permet al'huile d'olive de se distinguer par une
teneur élevée en divers composés bioactifs, qui conferent & cette huile une multitude de
propriétés thérapeutiques et une quaité sensorielle authentique. Ses différentes qualités
nutritionnelles et thérapeutiques sont dues principalement a sa teneur éevée en antioxydants
naturels tels que les vitamines, les phytostérols, les pigments et particulierement |es composés
phénoliques, communément appelés " polyphénols " (Singleton et Rossi, 1965, Bouarroudj et
al., 2016). L'HOVE contient une large gamme de composés phénoliques issus du métabolisme
secondaire des plantes, comprenant des flavonoides (I'apigénine et la lutéoline), des alcools
phénoliques (le tyrosol et I'hydroxytyrosol), des acides phénoliques (I'acide caféique et |'acide
vanillique), et en particulier des secoiridoides qui constituent la fraction la plus abondante
(Baccouri et al., 2008 ; Celano et al., 2018).

Les vertus thérapeutiques des sécoiridoides de I'huile d'olive ont récemment été
reconnues pour leur large activité biologique contre les maadies inflammatoires, le cancer et
lamaladie d'Alzheimer ; en particulier, I'oléocanthal et I'oléacein qui suscitent de plus en plus

d'attention en raison de leurs propriétés pharmaceutiques et de leurs multiples activités
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biologiques (Lozano-Castellon et al., 2020). Dérivés principalement de la dé-glycosylation de
I'oleuropéine et du ligstroside présents dans les olives, laforme aglycone de |'oleuropéne et du
ligstroside sont les sécoiridoides les plus abondants dans I'huile d'olive (Oliveras-Lopez et al.,
2007). Ces deux composés, définis comme des oleosides spécifiques aux Oléacées, sont
sensibles a la dégradation chimique et enzymatique en raison des fonctions ester portées par la
forme aglycone (Obied et al., 2007). Par ailleurs, I'activité et e comportement de ces enzymes,
responsables de la détermination de la composition de I'huile d'olive sont, influencés par les
différentes variations dans les conditions climatiques, la nutrition des arbres, le processus
technologique, mais particuliérement le facteur génétique (Tura et al., 2007 ; Laincer et al.,
2014 ; Guerini et al., 2019 ; Mafrica et al., 2021). Ainsi, grace a la diversité du patrimoine
génétique et a I’expansion de laculture d'Olea europaea L. dansle monde, laproduction d'huile
d'olive aété marquée par une grande variation de sacomposition lipidique et non lipidique, due

notamment al'influence des multiples facteurs mentionnés précédemment.

L'objectif principal de la présente étude est de réaliser une caractérisation des huiles
d’olive provenant des variétés dominantes du verger oléicole de Kabylie et de déterminer
I’influence des facteurs agronomiques et géographiques sur la composition et la qualité des
HOVE produites. Pour mener abien cette étude, nous avons réparti notretravail en deux parties

distinctes mais complémentaires :

La premiere partie est une synthese bibliographique qui comprend un résumé et une
anayse critique d'un ensemble d'ouvrages et d'articles scientifiques liés au theme, en utilisant
des données ains gu'une bibliographie actuelle mettant I'accent sur I'huile d'olive, sa
composition en molécules bioactives et les facteurs qui contribuent a fagonner ses

caractéristiques chimiques, sensorielles et nutritionnelles.

Ladeuxiéme partie de lathése est consacrée alarecherche expérimental e qui comprend

deux objectifs principaux :

1- Déterminer |'effet de lapériode de récolte et del'altitude de laculture sur lavariation
de la pomologie des olives, la teneur en antioxydants et la qualité de I'huile d'olive
obtenue a partir de deux variétés endémiques. Ce travail est réalisé en utilisant la
technique de chromatographie en phase gazeuse (CPG) et la chromatographie
liquide a haute performance (HPLC) afin de déterminer la composition en
tocophérols, acides gras et triacylglycérols des cultivars Chemlal et Azerad], une

technique couramment utilisée dansla caractérisation moléculairedel'huiled'olive ;

2
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2- Déterminer l'influence du facteur génétique et de la péiode de la récolte sur la
composition chimique et la teneur en composés phénoliques de I'huile d'olive. La
recherche a éé réaisée en utilisant des techniques de séparation par
chromatographie liquide a ultra-haute pression (UHPLC), couplée a des systemes
de détection par photodiode (DAD) et de spectrométrie de masse a haute résolution
(HRMS), afin daméliorer le temps de séparation, d'assurer une haute résolution et

une large identification des composés bioactifs dHOVE.

Ces deux objectifs ont éé présentés dans deux chapitres IV et V de la partie
expérimentale, respectivement. Chaque chapitre contient une partie dédiée aux différentes
méthodes et techniques utilisées, et une autre consacrée aux analyses des résultats obtenus et &
une discussion confrontée aux données de lalittérature. Lathése se termine par une conclusion

générale résumant les différents résultats obtenus et |es perspectives de ce travail.
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Syntheése bibliographique Chapitre | : Olivier et oléiculture

1. Histoire et origine de I’olivier

1.1. Oléculturedans e monde

I’olivier (Olea europaea L) est I’arbre le plus emblématique du bassin méditerranéen
(Breton et al., 2008). L’oléiculture est parmi les plus anciennes et importantes arboricultures
fruitieres dans le monde. Des fossiles datant de I'ere tertiaire trouvés en Italie ont démontré
I'existence d’un ancétre de l'olivier il y’a environ un million d'années (Kapellakis et al., 2008).
Le nord du Levant, la région egéenne, I’Afrique du Nord et la péninsule ibérique ont été l'une
des rares zones de refuge de I'olivier au cours de la derniére période glaciaire, il y a environ
120000 & 140000 ans (datation au C'%). Ces zones refuges constituent de nos jours I'un des

principaux foyers de diversification génétique de I'olivier dans le monde (figure 1).

Figurel: Scénario sur I'histoire post-glaciaire des popul ations d'ol éastre, de domestication primaire
et diversification secondaire de I'olivier.

(a) Les cercles représentent |es zones de persistance des populations d'ol éastre dans les refuges pendant le
dernier maximum glaciaire. Les cercles bleu et rouge correspondent auix régions principales de refuge. Les
cercles avec les petits pointillés correspondent aux micro-refuges isolés dans la méditerranée. (b) Diffusion post-
glaciaire des populations d'ol éastre dans tout e bassin méditerranéen et le Hoggar. (c) Le cercle rouge indique la
région de domestication initiale dans le nord du Levant au cours de I'Holocene. Les fléches vertes indiquent la
diffusion ultérieure de la culture dans |'ensemble du bassin méditerranéen (Besnard, Guillaume, et Casas, 2016).
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Beaucoup de mystéres entourent I'histoire de I'olivier qui demeure ace jour incomplete.
En effet, certains détails font encore l'objet de controverses, concernant I’origine de la culture,
le début de sa domestication et I’histoire de son utilisation (Besnard et al., 2013). Néanmoins,
la plupart des chercheurs du domaine ( Breton et al., 2008; Terral et al., 2009; Besnard et al.,
2013) considérent que le berceau de la domestication primaire de l'olivier avu le jour il y a
environ 6 000 ans au nord-est du Levant (Irak, Syrie, Palestine....), ou ses populations
contiennent actuellement une importante diversité génétique ; et que la diffusion de sa culture
d'est en ouest du bassin méditerranéen (caractérisée par la propagation végétative des meilleurs
génotypes cultives) est parallele a I'expansion des civilisations, migration humaine et aux
échanges économiques qui caractérisent les civilisations protohistoriques et antiques de cette
région du monde (Phéniciens, Etrusques, Grecs et Romains). La culture de I’olivier a été
associée des I’antiquité a des croyances et symboles comme la paix, sagesse, prospérité et
longévité (Terra et al., 2009).

Les Phéniciens ont été les premiers a diffuser la culture de I'olivier dans les régions
occidentales de la méditerranée, en faisant du commerce de I’huile d’olive vers d’autres villes
portuaires de Tunisie (Carthage, il y’a environ 3200 ansav.JC), Libye et la Gréce... (Kapellakis
et al., 2008). L'introduction de la culture d’olivier en Afrique du nord a probablement permis
un brassage génétique secondaire entre oliviers domestiques et sauvages au niveau local, ce qui
a pu faciliter la diversification secondaire de I'olivier, et a certainement pu contribuer a
I'émergence de nouvelles variétés locales (figure 1a) (Besnard, Guillaume, et Casas, 2016). Par
ailleurs, I"aire de répartition de I’olivier est considérée comme le meilleur indicateur biologique
du climat méditerranéen. Cependant, en raison de l'intérét économique et nutritionnel de la
production oléicole, I’olivier se trouve aujourd’hui cultivé en dehors de sa zone de culture
traditionnelle, notamment avec les nouvelles plantations situées dans |e continent Australien et
Américain (Breton et al., 2008). Aing, I’aire de culture de l'olivier Sest élargie a plusieurs pays
situés particulierement entre les latitudes 30 et 45 des deux hémispheres. Cependant, les pays
du bassin méditerranéen restent de loin les plus grands producteurs d'olive dans |e monde, avec

plus de 90 % de la surface oléicole mondia e (COI, 20204).

1.2. Oléicultureen Algérie

L’ Algérie comme tout le nord-africain a été pour longtemps une zone refuge de I’olivier

au coursde laderniére ére glaciaire. A cette époque, I’olivier a presque disparu sur la rive nord
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de la méditerranée, a I’exception de quelques zones comme le sud de I’Espagne et d’ltalie
(Besnard et al., 2013). La découverte en 1957 dans les montagnes du Tassili, dans le Hoggar,
des gravures rupestres datant du second millénaire avant J.-C., illustrant des hommes couronnés
de rameaux d'olivier, témoigne d'une connaissance ancestrale de l'olivier par les populations
locales (COI, 1998).

Figure2: Pressoir traditionnel al'huile d'olive en Kabylie durant |a période coloniale (Martin, 1939).

L'histoire de I'olé culture dans cette région est profondément liée a son passé colonia.
Ainsi, la répartition géographique des populations d'oliviers cultives et sauvages en Algérie a
été fortement fagonnée par les différentes invasions et col onisations survenues a des moments
distincts de son histoire. Les Phéniciens ont été parmi les premiers a développer la culture de
I'olivier en Afrique du Nord, gréce notamment a I'installation et a la multiplication de routes
commerciales de I'huile d'olive dans la région. Puis I'oléiculture a connu un grand essor, lors
des invasions romaines, par la mise en place de nouvelles terres ol éicoles, notamment dans les
régions cotieres de I'Algérie, destinées a alimenter Rome en huile d'olive. Cette période est
également connue pour |e dével oppement des technol ogies d'extraction deI'huile ainsi que pour
laconstruction de plusieurs moulins ahuile dans | es différentes zones ol éi coles (Mendil et Sebri
2006 ; Kapellakis et a., 2008).



Syntheése bibliographique Chapitre | : Olivier et oléiculture

Durant la période de la colonisation francgaise, I'agriculture de montagne dominée par
I'oléiculture (figure 2), qui constituait la premiére source de graisses pour la population locale,
a été marquée par une rupture du mode de vie traditionnel et artisanal (Doufene, 2007). Le
développement de I'oléiculture Sest fait par I'extension de la culture d’olives de table, avec de
nouvelles installations dans I'ouest du pays. Lavariété "Sigoise" a été massivement implantée
dans les wilayas d'Oran et de Mascara, notamment dans la région de Sig, pour alimenter un
marché de plus en plus demandeur de cette matiere (Mendil et Sbari, 2006).

Apres son indépendance, I'Algérie sest engagée dans |'augmentation des surfaces
agricoles destinées a la culture de I'olivier et au développement de la filiére oléicole, en
particulier avec I'installation de plusieurs offices régionaux et nationaux (ONACO, ONACPO,
OREPO...). Cette période est connue plus particulierement par la modernisation des systémes
d'extraction de I'huile, qui étaient des systemes traditionnels dont |a capacité de trituration était

insuffisante pour répondre ala demande croissante (Mendil et al., 2009).

Aujourd'hui, I'Algérie est I'un des principaux pays producteurs d'huile d'olive dans le
monde (COI, 2020). L'intérét international pour la production olécole de ces derniéres années
aencourageé le pays a initier un plan de développement de lafiliére, orienté vers la quantité et
la qualité. En 2018, la superficie occupée par les oliviers a atteint prés un demi-million
d'hectares avec 35 millions d'oliviers. La production d’olives est estimée a6 969 615 gx, dont
lamajeure partie est destinée a I’extraction de I’huile d’olive (4.751.198 gx) (ENPARD, 2018).

L'oliveraie algérienne est caractérisée par une large diversité de variétés endémiques
qui se distinguent notamment par une grande adaptation aux conditions pédoclimatiques arides
et semi-arides des différentes régions du pays. A ce jour, plusieurs défis restent a relever,
particulierement en ce qui concerne I'améioration de la qualité de I'huile d'olive, notamment a
traversla production d'une huile d'olive conforme aux normesinternationales, afin de permettre
alaproduction olécole algérienne d'intégrer davantage le marché international qui est exigeant

en termes de qualité.



Syntheése bibliographique Chapitre | : Olivier et oléiculture

2. Importance économique de I’olivier

Environ 70 % de la production mondiale d'huile d'olive se concentre principal ement
dans les pays méditerranéens, notamment en Espagne, Turquie, Grece, Italie, Maroc, Algérie
et Tunisie. L’union européen reste le plus grand producteur, tout en étant le plus grand
consommateur de I’huile d’olive dans le monde, avec une consommation qui atteint la moitié
de la consommation de I’huile d’olive mondiale (COl, 2020b). toutefois, en raison de I'intérét
croissant pour les polyphénols dans |'alimentation et une demande mondiale croissante, I'huile
d'olive est également produite dans d'autres parties du monde, notamment en Australie et aux
Etats-Unis (Foscolou et al., 2018).
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Figure 3: pays producteur de I'huile d'olive
Production trés faible : 0,1k a5k tonnes/an, faible : 5k a 50k tonnes/an,
élevée : 50k a 250k tonnes/an, tres élevée : 250k + tonnes/an.

L’Algérie est considérée comme un grand pays producteur des produits de I’olivier
(Figure 3) ; sa culture a une grande importance économique, sociale et environnementale pour
nombreuses régions du pays. Durant la campagne oléicole 2019/2020 la production d’huile
d’olive en Algérie atteint environ 82 500 tonnes, soit 2% de la production mondiale et une
augmentation de 27 % par rapport a la campagne de 2017. Cette augmentation est due
probablement a I’entrée en production des nouvelles plantations réalisées dans le cadre du
projet rural et agricole 2010/2014, consacré a la plantation d’un million d’oliviers. Avec une
superficie de pres 500 000 hectares consacrée a la culture des oliviers, I’ Algérie est classée
troisieme pays producteur d’huile d’olive dans I’ Afrique du Nord. Par ailleurs, la plupart des
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vergers olécoles du pays sont conduits selon des systemes extensifs et semi-intensifs, et en
régime pluviale, seuls 150 000 ha sont cultivés en systeme irrigué.

L’Algérie est également I’un des plus grands consommateurs des produits de I’olivier,
dont I’essentiel de sa production en huile d’olive est destinée a la consommation locale. En
2020, €elle est passee troisieme (aprés I’Egypte et la Turquie) dans la consommation mondiale
d’olive detable, avec environ 303 000 tonnes/an, et deuxiéme dans la consommation annuelle
avec 7,1 kg par habitant (COI, 2020a ; COI, 2020Db).

3. Description botanique de I’olivier

L’olivier est un arbre typique de la région méditerranéenne. C’est un arbre rustique qui
s’adapte bien aux zones seches et aux sols pauvres et salins. Cependant, il craint les sols
humides et |es températures froides notamment en cas de gelée. Ses feuilles sont persistantes,
vertes et allongées, leur face inférieure est protégée par un duvet qui limite I’évapotranspiration
durant les périodes defortes chaleurs. Lesoliviers peuvent mesurer plus de 10 metres de hauteur
avec un tronc rugueux qui peut atteindre 2m de diamétre. La pollinisation est assurée
généralement par le vent, qui transporte le pollen sur de longues distances. La multiplication de
I’olivier se fait généralement par voie végétative comme pour beaucoup d’arbres fruitiers
(Loussert et Brousse, 1978).

Figure4 : Olivier cultive.
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La forme sauvage (sylvestris) est un arbre arborescent ou buissonnant, caractéristique
des régions méditerranéennes. Elle est connue pour étre la principale espéce caractérisant les
foréts du bassin, en effet, elle est considérée par de nombreux auteurs comme un arbre forestier
(Baldoni et al., 2006). La distinction entre oliviers cultivés et sauvages a longtemps été basee
sur les caractéristiques phénotypiques et morphol ogiques, de sorte que les arbres sauvages sont
généraement définis comme présentant des fuites de petite taille (Ganino et al., 2006).
Cependant, certaines variétés modernes choisies par rapport a leur teneur en huile et richesse
en antioxydants naturels sont caractérisées par des olives de petite taille, ce qui met en doute
I’ancienne classification basée sur les caracteres morphologiques et agronomiques. En
conséguence, le recours vers une identification moléculaire devient une grande nécessité
(Chiappetta et Muzzaupo, 2012).

epicarpe
MEsoLarpe
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Figure5: Structure du fruit de l'olivier (Maymone et al.,1961).

Le fruit de I'olivier (olive) est une drupe charnue caractérisée par |'épicarpe (peau), un
meésocarpe (chair molle et pulpeuse) représentant 84 a 90% de sa masse, et |'endocarpe (noyau)
renfermant la graine, qui représentent environ 13 a 23% et 2 a 3% de la masse totae,
respectivement (figure 5) (Ryan et Robards, 1998). Les olives contiennent généralement 50-
60% d'eau, environ 15-30 % d'huile et des matieres solides & hauteur de 45-60%. Contrairement
aux autres especes vegetales, la majorité de I'huile dans I’olive est localisée dans la pulpe, alors
gue le noyau de I'olive contient une faible teneur en huile de 0,7% (Mele et al., 2018 ; Di
Giacomo et Roman, 2022).

10



Syntheése bibliographique Chapitre | : Olivier et oléiculture

4. Classification botanique

L’olivier (Olea europaea L), cet arbre ligneux et fruitier est classé dans la famille des
Oleaceae, dans la sous-famille des Oleoideae et latribu des Oleae (Wallander et Albert, 2000).
De récentes études phylogénétiques (Van de Paer et al., 2018 ; Dupin et al., 2020) basées sur
les informations genétiques des fragments d’ADN mitochondrial, ARN ribosomal et des
séguences codantes des plasmides, ont montré la grande diversité de la famille de I’olivier, qui
contient environ 700 especes regroupées dans 28 genres différents, caractérisée par une large
répartition geographique et adaptée aux régions tempérées au nord et aux régions subtropicales

au sud ainsi qu'aux basses et hautes altitudes.

La plupart des espéces représentées par cette famille ont une importance économique et
écologique majeure (oliviers, les troenes, les forsythias, les frénes, les jasmins et les lilas),
comprenant des plantes ornemental es, médicinales, oléagineuses et d’autres produisent du bois

ou méme des épices. L olivier est classé par Chiappetta et Muzzalupo (2012)comme suit :

- Régne Plantea
- Embranchement Magnoliophyta
- Classe Rosopsida
- Ordre Lamiales
- Famille Oleaceae
- Sous-Famille Oleideae
- Genre Olea

- Espéce Olea europea L

L’espéce Olea europea L, elle-méme, renferme une importante diversité génétique et
phénotypique, retrouvée a travers différentes sous-especes, réparties sur une large zone
geéographique (Afrique, Europe et Asie). La classification des sous especes de I’olivier, définie
par Besnard et a. (2002), est indiquée dans le tableau 1. Les populations sauvages (var.
sylvestris) et cultivées (var. europaea) de la sous-espece Europaea sont les plus abondantes et
représentatives du complexe Olea europaea; a ce sujet, I'espece Olea europea L alongtemps
été subdivisée en ces deux sous-especes. Les récentes études genétiques ont montré que cette
subdivision est obsoléte, et qu’il existe au moins trois autres sous-especes : Olea europaea ssp.

laperrinei, Olea europaea ssp. cerasiformis et Olea europaea ssp. cuspidata (Breton, 2006).

11
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Tableau 1: Diversité de I’Olea europaea L (Besnard et al. (2002).

Sous-espéce L ocalisation géographique

1 - Olea europaea Linné. ssp. europaea :
a- var sylvestris ; (Miller) Lehr. = Oléastre Bassin méditerranéen

b - var europaea = cultivars Bassin méditerranéen

2 - Olea europaea ssp. laperrinei ; (Batt. & Trab.) Ciferri
a- O. laperrine Batt. & Trab Massifs du Sahara central

b - O. maroccana Greut. & Burd. Atlas Marocain

3 - Olea europaea sp. cerasiformis (Webb & Berth.) Kunk. & Sund.
a- 0. cerasiformis Webb & Berth Tles des Canaries

b - O. maderensis Lowe Tles de Madére

4 - Olea europaea ssp. cuspidata (Wall.) Ciferri

a O. cuspidata Wall. Asie
b- O. chrysophylla Lam. Péninsule arabique et Ethiopie
c- O. africana Mill. L’Est et le sud d’Afrique

Deux sous-especes de I’olivier ont été recensées en Algérie, Olea europaea L. ssp.
europaea et Olea europaea ssp. laperrine (Baali-Cherif et Besnard, 2005). Cette derniére est
une sous-espece menacee et en voie de disparition, endémique des régions montagneuses du
Sahara central. Les populations de ce taxon préféerent les falaises et atitudes élevées (1400-
2800 m) des montagnes sahariennes, caractéristiques du Hoggar, du Mouyedir et du Tassili
n'Ajjer en Algérie. Gréace sa résistance a la sécheresse, et son adaptation aux conditions
climatiques extrémes, L’olivier de laperrinel, pourrait étre utilisé comme porte greffe pour les
variétés d'oliviers cultivés du Nord de I'Algérie. (Baali-Cerif et al., 2007).

5. Cycle végétatif annuel

Le cycle végétatif de I'olivier comprend généralement une période de repos végétatif, de
floraison, de grossissement et de maturation des fruits. Le cycle de I'olivier se caractérise par
une floraison bisannuelle, de sorte que les rameaux qui se développent au cours de I'année ne
produiront des fleurs, puis des fruits que |'année suivante.

12
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Les différents stades du cycle végétatif de I’olivier sont présentés ci-dessous :

Repos hivernal : Le repos végétatif commence généralement en
novembre et se termine en février, caractérise par un ralentissement
de I'activité végétative de |'arbre. L'olivier profite de cette période
pour constituer lesréserves d'hydrocarbures nécessaires au lancement
de la prochaine saison de floraison. Le cumul du froid enregistré
durant cette période va favoriser I’initiation florale des bourgeons,
par e phénomeéne de vernalisation.

Réveil végétatif : Elle se déroule durant la période de mars a avril.
Cette étape est caractérisee par I’apparition de nouveaux bourgeons
axillaires et l'accroissement des pousses terminales. Le
développement des bourgeons produira soit des jeunes pousses, soit
des grappes de fleurs.

Lafloraison : Lesinflorescences se développent, au fur et a mesure
que la température printaniere s’adoucit, et que les jours s’allongent.
Cette étape aura lieu généralement en mai —juin.

Durcissement du noyau : Se déroule durant la période estivale
(juillet —ao(t), elle est caractérisée par un durcissement progressif de
I’endocarpe (noyau).

Grossissement du fruit: Le début du développement des fruits
commence généralement en juin. Les olives grossissent de maniére
exponentielle jusqu'au début de la maturation (septembre), marquée
par un ralentissement de ce processus.

Lavéraison : le début de véraison dépend de lavariété, de la saison,
de la zone géographique et de la charge de I’arbre. Cette période est
caractérisée par une succession de changements importants dans la
composition physique et chimique des olives (COI, 2011 ; ITAF,
2012).
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6. Les variétés de I’olivier

Le patrimoine génétique de I’olivier cultivé est caractérisé par une grande richesse
variétale, en effet, on dénombre plus de 2000 variétés d’oliviers dans le monde
(Emmanouilidou, Kyriacou et Trujillo, 2018). Selon les caractéristiques morphologiques du
fruit, la production des variétés d’oliviers cultivées a é&é separée en trois destinations : huile
d’olive, olive de table et a double fin (Tableau 2). Par ailleurs, |e développement de systémes
de plus en plusintensifs et I'installation de I'olivier dans d'autres régions du monde (situées en
dehors des zones de cultures traditionnelles du bassin méditerranéen) ont accentué la demande
sur certaines variétés répondant a des critéres bien particuliers. Ces dernieres sont plus adaptées
aux vergers modernes et ala mécanisation, et caractérisées par une entrée rapide en production
et desrendements él evésen olives et en huile, telle quelavariété Arbiquinaet Arbosana (Benito
et al., 2013).

Tableau 2 : Principales variétés d’olivier cultivées dans le monde (COI, 2006).

Pays Variétés dominantes

Espagne Picual, Cornicabra, Hojibianca, Gordal, Manzanilla
Italie Ascolona, Tenera, Frantoio, Leccino, Moraiolo
Grece Koroneiki, Mastoidis, Conserviola, Kalamata
Portugal Verdal, Carrasguenha, Galega, Redonli
France Sabina, Verdale, Picholine, Tanche, Lucques
Turquie Ayvalik, Cakir, Gemlik

Syrie Sorani, Zaiti

Maroc Picholine marocaine

Algérie Chemlal, Limli, Azeradj, Sgoise

Tunisie Chemlali, Chetoui, Ouslati, Meski

Les différentes couleurs indiquent la destination des variétés : Rouge (variété a I’huile), Vert
(doublefin) et Bleu (olive de table).

Chemlal est la variété d’olivier la plus cultivée en Algérie, ou €lle représente environ
40% de la surface oléicole du pays. Cette variété est cultivée essentiellement dans larégion de
Kabylie (Tizi Ouzou, Bejaia et Bouira). Les arbres de cette variété sont tres vigoureux,

sphériques et de grandes dimensions, et caractérisés par une grande adaptation aux hautes
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altitudes et aux sols pauvres et accidentés, caractéristiques des montagnes du pays. Les fruits
sont de petite calibre et représentent un poids moyen de 2,5 g. Ces derniers sont destinés
spécialement a la production d'huile, dont le rendement varie entre 16 et 18%. (ITAF, 2012 ;
Di Rienzo et al., 2018). Chemlal est réputée pour produire une huile qui se caractérise par un
godt doux (dO généralement a sa faible teneur en composés phénoliques) trés prisé par la
population locale. Cette variété rustique, tardive et autostérile (méle stérile), est toujours
associée a dautres variétés afin d’assurer sa pollinisation, comme Azeradj et Sgoise. Par
ailleurs, en Kabylie, lapollinisation est également assurée par les populations sauvages d’olivier
(Oléastre) qui dominent dans cette région (Terra et al., 2004).

7. Lesproduitsoléicoles

7.1. Olivesdetable

L’olive de table est I'un des principaux produits préparés a partir de fruits de I’olivier.
L'Espagne est le premier pays producteur et exportateur d’olives de table dans le monde (COI,
20204). Les fruits destinés a la production d’olives de table proviennent généralement de
variétés d’olivier a gros fruit, telle que la variété algérienne Sgoise. La production d'olives de
table est basée sur un processus relativement simple, comprenant une désamérisation et une
fermentation lactique. En général, toute méthode de transformation vise a éiminer I'amertume
naturelle du fruit, causée en particulier par une forte teneur en polyphénols (Bevilacqua et al .,
2015).

7.2. L’huile d’olive

C'est I'un des aliments de base du régime méditerranéen et |'une des principal es sources
de matiéres grasses pour la population locale. L’huile d’olive est une huile végétale qui est
obtenue a partir de péte d'olives malaxées, uniquement par des moyens mécaniques. Aing, le
jus de fruit produit a partir d’olives monovariétales ou mixtes, peut étre comestible
immédiatement apres I'extraction, a condition que les olives soient bien saines et de bonne
gualité. Gréace a I'extraction mécanique, I'huile d'olive contrairement a I'huile de graine, se
caractérise par une multitude de saveurs et d'ardmes caractéristiques, et une grande richesse en

antioxydants naturels. Par ailleurs, en évitant I'éape du raffinage, I'huile s’enrichit d’une
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panoplie de molécules bioactives issues du fruit, aux multiples vertus thérapeutiques et
nutritionnelles (COI, 2019).

8. Les sous-produits oléicoles

8.1. Le grignon d’olives

Legrignon est un résidu solideissu du processus detrituration desolives. Il est constitué
d’un meélange de noyaux broyés (11-30%), de pulpe et de peau d’olive (70-90%). Selon le
systeme d’extraction utilisé, un quintal d’olive trituré produit entre 30 a 60 Kg de grignon
(Mora & Méndez, 2006 ; Tsagaraki, Lazarides, et Petrotos, 2007). Le grignon brut contient
aussi une petite quantité d’huile qui peut étre récupérée par extraction au solvant (hexane), afin
d’obtenir une huile appelée «I’huile de grignon d’olives ». La teneur en huile et en eau des
grignons dépend principalement du systeme d’extraction. En effet, le décanteur a deux phases
est réputé pour produire un grignon humide, avec des teneurs plus importantes en eau et en
huile résiduelle ; tandis que les systémes atrois phases et a presse produisent des grignons plus

OU MOIi NS SEecs.

Le grignon d’olives peut étre val orisé de différentes maniéres. Laplupart du tempsil est
utilisé autant qu’une source d’énergie, notamment pour le chauffage de I’eau des huileries. Il
est aussi utilisé pour lafabrication du charbon actif, et comme aliment de bétail. En agriculture,
le grignon d’olives traité peut étre utilisé comme amendement organique a certaines cultures
(arboriculture et fourragere), en fournissant les macro et micro ééments nécessaires a la
croissance des plantes (COI, 2011 ; Di fonzo et al., 2021).

8.2. Lesmargines

Eau de végétation issue du processus d’extraction d’huile, cet effluent constitue jusqu’a
50% du poids total des fruits. La quantité de margine produite dépend de nombreux facteurs
tels que le stade de maturité des olives, I'origine géographique, les conditions climatiques, les
techniques culturales, et particulierement la méthode d’extraction de I*huile. Ces effluents des
huileries contiennent une large gamme de composés hautement phytotoxiques et inhibiteurs de
laplupart des micro-organismes. Celaest di notamment & une concentration élevée en matieres
solides (20 g/L), une charge organique tres élevée (la demande chimique en oxygene (DCO)

varie généralement de 50 2150 ¢/ L), un pH acide compris entre 3 et 5.9, et une forte teneur en
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polyphénols qui dépasse les 80 g/L (Paraskeva et Diamadopoulos, 2006 ; Tsagaraki, Lazarides,
et Petrotos, 2007). En Algérie, comme dans certains pays méditerranéens, les effluents des
huileries sont déversés directement dansles oueds et lesriviéres ; avec une production annuelle
comprise entre 7 et plus de 30 millions de m?, les margines créent ainsi un probléme
environnemental majeur dans les pays méditerranéens. Malgré leur toxicité, les effluents
peuvent étre utilisés dans lafertilisation des sols et la production de champignons comestibles,
une fois que la fraction phénolique est liminée. Par ailleurs, gréce aleur composition riche en
sucres, en acidesvolatils, en polyalcools et en huile, et pauvre en azote, |es margines constituent
un substrat idéal pour la fabrication d’enzymes et de biocarburant, tels que biohydrogéne, le
biométhane et |e bioéthanol (Dermeche et al., 2013).

8.3. Les feuilles d’olivier

Elles sont générées au moment de lataille des arbres et en amont de la chaine de trituration des
olives lors de I'étape d’effeuillage et de lavage des olives. Les feuilles d'olivier représentent
environ 10 % de la matiere premiére envoyée a I’huilerie (Di fonzo et al., 2021). C’est une
matiere premiére bon marché, disponible en grande quantité, qui renferme de précieux
composes bioactifs aux multiples propriétés thérapeutiques et cosmétiques. Ainsi, en raison de
leur forte concentration en polyphénols, les extraits de feuilles ont un grand potentiel en tant
gu'agents antioxydants, anticarcinogenes, anti-inflammatoires et antihypertenseurs. Plus
encore, les propriétés antioxydantes des extraits de feuilles peuvent étre utilisés comme une
aternative aux antioxydants industriels utilisés pour la conservation de plusieurs produits
alimentaires (Hammouda et al., 2020).
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1. Critéres de qualité et classification de I’huile d’olive

L’huile d’olive est considérée comme un pur jus de fruit. Elle est obtenue uniquement a
partir d’une extraction mécanique et physique du fruit del'olivier (Olea europaea L.), excluant
les huiles obtenues par solvant ou par des procédés de réestérification et tout mélange avec des
huiles d'autre nature (COI, 2019). En évitant le processus de raffinage opéré sur huiles de
graines, I’huile d’olive s’enrichit d’une large gamme de composés naturels provenant
directement des différentes parties du fruit (peau, pul pe et noyau). Ces composés lui conférent
une grande valeur nutritionnelle, une stabilité oxydative et des caractéristiques organol eptiques

trés particulieres.

Selon le conseil oléicole international (2019), la qualité de I'huile d'olive peut étre
définie en s’appuyant sur des paramétres tels que la teneur en acides gras libres (A%), I'indice
de peroxyde (IP), les coefficients d'extinction spécifique UV (K232 et K270) et la note
sensorielle (Gharbi et al., 2015). En outre, I'huile d'olive est classée en différentes catégories
commerciales en se basant notamment sur la quantité d'acides gras libres, indiquant ainsi I’état
de fraicheur de I’huile (Tableau 3).

Tableau 3: Normes commerciales pour classification des huiles d'olive vierges (COI, 2019).

Acidit Indicede  Absorbancedans  Teneur en eau Caractéristiques
élibre  peroxyde ultraviolet et en matiéres organoleptiques
0 :
o0 (med | a0 azw VOIS “Médiane  Médiane
29 nm nm du défaut  du fruité
Huile d’olive <0,8 <20 <0,22 <25 <0,2 Me=0 Me>0
vierge extra
Huiled’olive <20 <20 <0,25 <26 <0,2 O0<Me< Me>0
vierge 35
Huiled’olive <33 <20 <0,30 <0,2 3,5<Me
vierge <6,0
courante
Huile d’olive >33 Non <0,3 Me> 6,0
vierge limité
lampante
Huile d’olive <0,3 <5 11 <0,1
raffinée
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Les principales classes d’huile d’olive vierge sont définies comme suit :

e L ’huile d’olive vierge extra : I’acidité libre de ces huiles (exprimée en pourcentage
d’acide oleique libre) ne doit pas dépasser 0,8% et dont les autres parameétres, comme
les valeurs de peroxyde et laqualité sensorielle, correspondent a celles fixées pour cette

catégorie.

e L’huile d’olive vierge : Ces huiles sont caractérisées par une acidité libre inférieure &
2% et dont les caractéristiques organoleptiques et les autres parameétres respectent les

normes fixées pour cette catégorie.

e L ’huile d’olive vierge courante : Ce sont des huiles d’olive un peu dégradés mais qui
restent propres a la consommation, dont I’acidité libre ne dépasse pas les 3,3 % €t les
autres parametres de qualité suivent la norme établie pour cette catégorie.

e L’huile d’olive vierge Lampante: c’est une huile qui a subi une forte dégradation,
dénommeée huile d’olive vierge lampante en se référant aux huiles de lampe. Elle est
non propre a la consommation en I’état, et destinée généralement aux industries du
raffinage ou a des usages techniques. C’est I’huile d’olive vierge dont I’acidité libre est
supérieure a 3,3% dont les caractéristiques sensorielles et les autres parametres

correspondent aux normes fixées (COI, 2019).

2. Les composés bioactifs de I’huile d’olive

L’huile d’olive est considérée comme une source de matiére grasse naturelle, saine et
équilibrée. En plus de son apport énergétique éleve dans I'alimentation, I’huile extraite du fruit
de I'olivier est trés riche en composes naturels et bioactifs offrant une multitude de bienfaits
pour le corps humain. L’huile d’olive est riche en acides gras mono-insaturés et poly-insaturés
(AGMI et AGPI), en squalene, en phytostérols, en acides triterpéniques, en pigments, en
tocopheérols et notamment en polyphénols ; qui sont particulierement connus pour leurs grandes
valeurs nutritionnelles, thérapeutiques et sensorielles (Piroddi et al., 2017). Ainsi, une cuillere
a soupe d'huile d'olive contient généralement une valeur énergétique de 119 kcal, 13,5 g de

matiere grasse dont 10 g sont des acides gras mono-insaturés, et des vitamines avec 1,9 mg de
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vitamine E et 8,1 ug de vitamine K (Pehrsson et Haytowitz, 2016). La composition majeure et
mineure de I’huile d’olive sont détaillées dans la partie suivante.

2.1. Fraction majeure

2.1.1. Lestriglycérides

Comme toutes les autres huiles végétales, I’huile d’olive est constituée essentiellement
de triglycérides, qui représente environ 98-99 % de la composition de I’huile. Cette fraction
principale est également considéree comme la fraction saponifiable de I'huile d’olive, en raison
de sa capacité a former du savon au contact de la potasse et de la soude. Un triglycéride est
formé de trois acides gras liés a une mol écule de glycérol par des liaisons ester (estérification).
Il existe une grande diversité dans les triglycérides en raison des différentes combinaisons
d'acides gras qui se lient aux trois sites de liaison du glycérol (figure 6). La composition en
triacylglycérolsvarie en fonction delavariéte, I’origine géographique, les techniques culturales
et delamaturité des olives (Beltran et al., 2004; Bengana et al., 2013).

CH,-OH TH CH, - OCOR,
Esterificati
CH-OH + 3R- E e CH-OCOR,+3H,0
= Commmnmnnncnnna .
CH, - OH Hydrolyse CH, - OCOR,
Glycérol +  Acides gras Triglycérides + cau

Figure 6: Réaction d’estérification et d’hydrolyse des triglycérides (Koh et Ghazi, 2011).

La trioléine (OOO) est le triglycéride mgjoritaire dans I'huile dolive, avec un
pourcentage qui varie entre 40 et 59%. Ce dernier est formé principalement de trois acides

oléiques (C18 : 1) qui constituent par ailleurs le principal acide gras de I'huile. L’huile d’olive
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se compose également de d'autres triglycérides telle que la dioléopa mitine « POO » (12 a 20
%), la dioléolinoléine « OOL » (12.5 a 20 %), la pamitooléolinoleine « POL » (5.5 a7 %) et
la dioléostéarine « SOO » (3 a7 %). Les autres triglycérides POP, POS, OLnL, LOL, OLnO,
PLL, PLnO et LLL sont présents en trés faibles quantités, ou le O = acide Oléique, P= acide
pamitique, S = acide stéarique et L = acide linoléique. La composition en triglycérides de
I’huile d’olive est dépendante de lavariation des différents facteurs agronomiques, génétiques
et climatiques (Benganaet al., 2013; De Mendoza et al., 2013; Yorulmaz et al., 2014).

Dans cette fraction saponifiable on peut trouver également dans I’huile d’olive, des di-
glycérides qui représentent environ 1-2.8 %, des mono-glycérides avec une teneur inférieure a
0,25% et des acides gras libres avec une concentration < 0.8 %. La présence de cette fraction
est due soit aune hydrolyse partielle et/ou une biosynthése incompl éte destriglycérides (Spyros
et Dais, 2000). Lessn-1, 2 diglycérideset lessn-1, 3 diglycérides sont les diglycérides dominant
dans I’huile d’olive. Le rapport entre les deux iglycérides, respectivement, est utilisé
géneralement pour évaluer la fraicheur et la qualité de I’huile. Ainsi, durant le stockage de
I’huile d’olive, sous I’effet de la température, lumiére et le temps. de nombreux changements
peuvent se produire dans sa composition, notamment une augmentation du total des
diglycérides et/ou une isomeérisation des sn -1,2 diglycérides, la forme prédominante dans
I'huile d’olive fraiche, en sn- 1,3 diglycérides (Mannina et Sobolev, 2011; Sacchi et al., 1991).
La quantité de diglycérides et le rapport entre le 1,2-diglycéride par rapport ala quantité totale
de diglycérides sont également utilisé pour déterminer I’origine de [I’huile d’olive
monovariétale et également dans le contrdle de la qualité afin de détecter les fraudes et le
mélange avec d’autres huiles (Arandaet al., 2004; Zhou et al., 2015).

2.1.2. Lesacidesgras

Les acides gras sont de longues chaines carboneées, linéaires et terminées par un acide
carboxylique (COOH). lls se trouvent généralement en nombre pair d’atomes de carbone,
variant de 14 a 24. Ces chaines aliphatiques sont classées selon le nombre de doubles liaisons
carbone-carbone en trois grandes classes : |es acides gras saturés, |es acides gras mono-insaturés

et les acides gras poly-insaturés.

Les acides gras saturés (AGS) : c’est des acides gras dépourvus de double liaison,
représentés essentiellement dans I’huile d’olive par I’acide palmitique (C 16:0) avec une teneur
de 7,5-20 %, et I’acide stéarique (C18:0) qui varie entre 0,5-5,0 % (Tableau 4). Les autres acides
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gras saturés sont retrouvés en faibles quantités, tels que I’acide myristique (C14:0), I’acide
margarique (C17:0), I’acide arachidonique (C20:0), I’acide béhénique (C22:0) et I’acide
lignocérique (C24:0). Les AGS sont connus pour augmenter les taux de cholestérol sanguin et
en particulier les concentrations de mauvais cholestérol (LDL) ; qui est I’'un des facteurs
favorisant I’incidence des maladies cardiovasculaires. Pour cela, les recommandations
diététiques des organisations européennes et américaines insistent sur la réduction |'apport en
AGS dansI'alimentation a moins de 10 % (Wahrburg et al., 2002). Par ailleurs, I'huile d'olive,
par le biais du régime méditerranéen, constitue une source de matieres grasses a faible teneur

en acides gras saturés avec une teneur qui varie entre 12-18% (Di Giovacchino, 2013).

Acide palmitique
C16:0

Acide oleique

Ci8:1

Acide linoléigue
C18:3

Figure 7 : Structure des principaux acides gras de I’huile d’olive (Pubchem).

Lesacides gras mono insaturés (AGM1) : Les AGMI se caractérisent par la présence
d’une seule double liaison dans la chaine carbonée. Ils représentent la principae fraction
lipidique de I’huile d’olive, avec une moyenne de 72% de la totalité des acides gras de I’huile
(Harwood et Aparicio, 2000). L’acide oléique (C 18 :1), de la famille des oméga 9 (double
liaison au 9°™ carbone & partir du méthyle terminal), est I’acide gras majoritaire des AGMI. |
est également I’acide gras dominant dans I’huile d’olive, avec une teneur qui varie entre 55 et
83%. Lafluctuation observée danslateneur de ce dernier est principalement due aux variations

de facteurs génétiques, agronomiques et climatiques (Stefanoudaki et al., 1999 ; Beltran et al.,
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2004; Douzane et al., 2012). D autres AGMI, tel que I’acide palmitoléique (C16:1n-7), I’acide

margaroléique (C17:1n-8) et I’acide gadoléique (C20:1n-9) sont présents en faibles

Chapitre Il : Qualité et composition de I’huile d’olive

concentrations dans I’huile d’olive (Codex alimentarius, 2017 ; COI, 2019).

Tableau 4 : Variation de la teneur en acides gras de I’huile d’olive (pourcentages (%) obtenus

par CPG).
Acidesgras COl (2019) Codex alimentarius (2017)
(%) (%)
Acide myristique (C14:0) <0,03 <0,05
Acide palmitique (C16:0) 7,5-20,0 75-20,0
Acide palmitoléique (C16:1n-7) 0,3-35 0,3-35
Acide margarique (C17:0) <0,30 <0,3
Acide margaroléque (C17:1n-8) <03 <03
Acide stéarique (C18:0) 0,5-5,0 0,5-5,0
Acide oléique (C18:1n-9) 55,0-83,0 55,0-83,0
Acide vaccinique (C18:1n-7) - -
Acidelinoléque (C18:2n-6) 25-21,0 35-21,0
Acide a-linolénique (C18:3n-3) <10 -
Acide arachidonique (C20:0) <0,6 <0,6
Acide gadoléique (C20:1n-9) - <04
Acide béhénique (C22:0) <0,2 <0,2
Acidelignocérique (C24:0) <0,2 <0,2
c18:1T <0,05 -
C18:2T et C18:3T <0,05 -

NB : les limites établies sont utilisées comme parametre d’identification de la pureté de I’huile d’olive.

Une étude réalisée par Keys et a. (1986) amontré que les pays d'Europe du Sud ( Italie,
la Gréce et la Yougoslavie), qui ont un régime alimentaire a base d'huile d'olive (riche en
AGMI), avaient une incidence beaucoup plus faible de maladies coronariennes que les pays
d'Europe du Nord. Une concentration élevée dAGMI dans I'alimentation humaine, basée sur

I'huile d'olive, a montré une diminution significative du poids et de la masse corporelle des
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individus par rapport a ceux consommant de I'huile raffinée. Des apports alimentaires richesen
AGMI ont éé corrélés avec une diminution de la glycémie, de larésistance al'insuline et des
taux de triglycérides, tout en augmentant les niveaux de lipoprotéines de haute densité (HDL)
dans le sang (Nigam et al., 2014). Plus encore, selon les recherches de Schwingshackl et
Hoffmann (2014), une diéte riche en acide gras AGMI aux détriment des AGPI permet de
réduire le risque global de mortaité de toutes causes confondues (11%), la mortalité
cardiovasculaire (12%), les accidents cardiagues (9 %) et les accidents vasculaires cérébraux
(17 %).

Les acides gras polyinsaturés (AGPI) : Ce sont des acides gras qui contiennent plusieurs
doubles liaisons. Parmi ces acides, on retrouve dans I’huile d’olive des acides gras essentiels,
tels que I’acide linoléique (2,5 - 21,0 %) et I’acide linolénique (< 1,0 %), de lafamille des oméga
6 et des oméga 3, respectivement. IIs sont dits "essentiels’ car le corps humain ne peut pas les
synthétiser, mais fortement impliqués dans la croissance et les fonctions physiologiques des
cellules; ils doivent donc étre apportés par |'alimentation. Cependant, il semble que I'apport
alimentaire en acides gras essentiels oméga-6 et oméga-3 devrait étre maintenu a des
proportions raisonnables. Ainsi, des quantités excessives dAGPI (oméga-6) et un rapport
omeéga-6/omega-3 trés éleve, tres présentes dans | es régimes occidentaux actuels, favorisent la
pathogenése de nombreuses maladies, dont les maladies cardiovasculaires, le cancer et les

mal adies inflammatoires et auto-immunes (Simopoul os, 2004).

2.2. Fraction mineure

2.2.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques font partie de la fraction polaire des huiles d'olive vierges.
IIs sont issus du métabolisme secondaire des plantes. |1s sont présents dans |a nature sous forme
de composeés phénoliques simples et complexes. Les principales classes de phénols présents
dans I'huile de I’Olea europaea. var europaea sont les acides phénoliques, les alcools
phénoliques, les lignanes, les flavonoides et les sécoiridoides. La plupart de ces composés
interviennent dans la stabilité oxydative de I'huile d'olive vierge en tant gqu'antioxydants
naturels, mais également dans la détermination de saqualité organol eptique. Ils contribuent aux
saveurs classiques de I'huile a travers une sensation d'amertume et d'astringence ressentie dans

la gorge (Servili et al., 2004). Par ailleurs, les polyphénols de I’huile d’olive sont considérés
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comme des mol écul es hautement bioactives, alarges effets thérapeutiques et biologiques. Ces
propriétés ont été observées dans la prévention et lalutte contre plusieurs maladies chroniques
dégénératives, telles que le diabéte, I’Alzheimer, les maladies cardiovasculaires et
inflammatoires, et contre différents types de cancer (Wahrburg et al., 2002 ; Servili et al., 2004,
Tripoli et al., 2005; Celano et al., 2018). En effet, le reglement UE n.432/2012 delacommission
européenne a accordé la reconnaissance de I'allégation de santé, " |es polyphénols de I'huile
d'olive contribuent alaprotection deslipides sanguins contre le stress oxydatif *, pour les huiles
d'olive vierges contenant au moins 5 mg/20 g d'huile (environ une cuillére a soupe) de tyrosol,
d'hydroxytyrosol et de leurs sécoiridoides (EEC, 2012).

2.2.1.1. Sécoiridoides

Sont des substances majoritaires des polyphénols de I’huile d’olive, elles constituent
plus de 75% de la fraction phénolique (Bakhouche et al., 2013). Les sécoiridoides sont des
dérivés aglycones des formes glycosidiques des sécoiridoides, tels que I’oleuropéine, le
ligstroside et la deméthyl-oleuropéine. Ils sont présents en quantité abondante dans I'olive et
libérés par I'activité des b-glucosidases endogenes durant le processus d'extraction de I'huile
(Oliveras-Lépez et al., 2007). Aing, les principaux sécoiridoides de I’huile d’olive vierge sont
les formes aglycones le deméthyloleuropéine, I’oleuropéine (3,4-DHPEA-EA), le ligstroside
(p-HPEA-EA), et leurs dérivés respectifs I’oléacein (3,4-DHPEA-EDA) et I’oléocanthal (p-
HPEA-EDA). L’oléacein et I’oléocanthal sont des derivés dialdéhydes et décarboxylés de
I'oleuropéine aglycone et du ligstroside aglycone, respectivement. |ls agissent comme de
puissants antioxydants naturels et contribuent aux caractéristiques organoleptiques (attributs
amers et piquants) de I'huile d’olive (Celano et a., 2018).

La présence et la concentration des sécoiridoides dans 'HOVE est affectée par des
facteurs agronomiques et environnementaux, mais plus particulierement par le degré de
maturité des olives et |e processus d'extraction de I'huile (Servili et al., 2004 ; Bakhouche et
al., 2013; Piroddi et al., 2017). Les propriétés biologiques et bénéfiques pour la santé des
sécoiridoides sont nombreuses et considérables. Elles sont particuliérement associées a des
effets anti-sclérose, anti-cestrogéne, anti-inflammatoire, anti-cancer et anti-Alzheimer, et aune
protection contre I'arthropathie et contre les maladies cardiovasculaires (Lozano-Castellon et
al., 2020).
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2.2.1.2. Alcools phénaliques

Ce sont des phénols simples caractérisés par un noyau phényle contenant au moins un
alcool aiphatique et un groupe hydroxyle. Les principaux alcools phénoligues présents dans
I'huile d'olive sont I'hydroxytyrosol (3,4-DHPEA) et le tyrosol (p-HPEA), provenant
essentiellement de I’hydrolyse de I'oleuropéine et du ligstroside dans le fruit et dans I’huile
(figure 8).
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Figure 8 : Structure du tyrosol et de hydroxytyrosol et de leurs différents dérivés dans I’huile et dans

lefruit.

Le tyrosol et I’hydroxytyrosol sont des composés d’une grande valeur nutritionnelle et
thérapeutique, liée notamment a la protection des lipides sanguins contre le stress oxydatif.
(Mir6-Casas et al., 2003; Piroddi et al., 2017). Ils sont également responsables de la qualité
sensorielle et la stabilité oxydative de I’huile d’olive et utilisés comme des marqueurs dans la
classification de la qualité de I’huile d’olive. Ils sont présents dans I’ huile sous forme libre ou
estérifiée a une molécule d’acide élinolique, et liés aux différents sécoiridoides de I'huile
d'olive. lIsreprésentent 3 a4 % des polyphénols de I’huile d’olive. Leur concentration est faible

dans les HOVE issues de récolte précoce, mais elle augmente avec la maturité des olives, elle
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est due al'hydrolyse enzymatique de composes phénoliques complexes comme |'oleuropéine et
leligstroside (Bakhouche et al., 2013; Bengana et al., 2013).

2.2.1.3. Acides phénaliques

Les acides phénoliques sont des phénols simples comportant au moins une fonction
carboxyligue et un hydroxyle phénolique, dérivés de I'acide benzoique (C6-CL1) et de I'acide
cinnamiqgue (C6-C3) (Tripoli et al., 2005). L’huile d’olive contient une faible teneur en acides
phénoliques (moins de 1 mg/kg) constituée d’acide cafeique, d’acide o-coumarique, d’acide p-
coumarique, d’acide syringique, d’acide férulique ou encore d’acide vanillique (figure 9)
(Papadopoulos et Boskou, 1991; Bakhouche et al., 2013; Djelloul et al., 2020).
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Figure 9: Structure de certains acides phénoliques de I'huile d'olive (Pubchem).

Les acides phénoliques sont également associés a la qualité organoleptique de I’huile,
ainsi I'acide cinnamique est responsable de la sensation d'amertume de I’HOVE (Visioli et al.,
2002). Cependant, d’autres auteurs (Segura-Carretero et al., 2010) ont associé a des attributs
négatifs, comme le moisi, a certains acides phénoliques de I’huile d’olive. En outre, les acides

phénoliques jouent un réle important en tant qu'antioxydants naturels et dans la stabilité
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oxydative de I’huile ; I'acide caféique, par exemple, amontre des taux de protection supérieurs
aceux du BHT (Papadopoul os and Boskou, 1991).

2.2.1.4. Flavonoides

Les flavonoides se caractérisent par une grande diversité structurelle, environ 9000
composés différents ont déja été signal és dans différentes especes végétales. |ls constituent les
pigments colorés de nombreuses plantes (Alzand et Mohamed, 2012). Il existe plusieurs
flavonoides dans I’huile d’olive, des glycosides de flavonol tel que la lutéoline-7-glucoside et
la rutine, I’apigénine, des anthocyanes, de la cyanidine et des glucosides de delphinidine. Les
flavonoides constituent environ 2% de sa fraction phénolique (Bakhouche et al., 2013; Tripoli
et al., 2005). L’apigénine et de la lutéoline sont les composés phénoliques majeurs des

flavonoides de I’huile d’olive.

LUTECOLINE APIGEMINE

Figure 10: Structures des flavonoides magjoritaires de I'huile d'olive (Pubchem).

Chimiquement, les flavonoides ont une structure poly-phénolique qui leur confere des
propriétés antioxydantes. en effet, ils sont corrélés avec une large activité antioxydante contre
différents radicaux libres (ABTS, DPPH and FRAP) ; fournissant des avantages pour la santé,
associés a des risgues plus faibles en maladies chroniques et dégénératives (Pérez-Cano et
Castell, 2016; Huang et al., 2020). En outre, la composition flavonoidique est utilisée comme
des marqueurs dans I’identification des huiles d’olive monovariétales. Ainsi, la plupart des
huiles d'olive espagnoles, italiennes et portugaises sont connues pour avoir des teneurs plus
élevées en [utéoline et en apigénine (Ocakoglu et al., 2009).
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2.2.1.5. Lignanes

Les lignanes sont un groupe de substances phytochimiques localisées dans la pulpe
d'olive et dans la partie ligneuse du noyau. Elles sont libérés dans I'huile d'olive lors du
processus d'extraction mécanique (Servili et al., 2004). Parmi les lignanes présents dans I'huile
d'olive, on trouve I’acytoxypinoresinol, le (+)-1-acé&oxypinorésinol, (+)-1-hydroxypinoresinol,
le (+)-pinorésinol et le syringaresinol (figure 11). Ce sont des composés caractéristiques des
huiles d’olive vierges, ils sont pratiquement absents des huiles vierges raffinées et dans les
huiles de graine. IIs peuvent atteindre une concentration de 100 mg/kg d’huile et/ou 11% de la
fraction phénolique. Le (+)-1-acétoxypinorésinol et le (+)-pinorésinol sont des composants
majeurs des lignanes de I’huiles d'olive (Bakhouche et al., 2013; Owen et al., 2000).
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Figure 11: Structure du (+)-1-acétoxypinorésinol (1) et du (+)-pinorésinol (2)
(Pubchem).

Leurs effets thérapeutiques et biologiques ont éé observés dans le cadre d'un régime
alimentaire riche en lignanes, qui conférent une trés bonne protection contre le cancer du sein,
du colon et de la prostate. Par ailleurs, des lignanes simples comme le (+)-pinoresinol ont été
corrélés avec des effets antiprolifératifs et anticancéreux associés a une régulation du cycle
cellulairemodifié ( Owen et al., 2000; Piroddi et al., 2017). En outre, lateneur et |lacomposition

29



Synthése bibliographique Chapitre Il : Qualité et composition de I’huile d’olive

en lignanes constituent des indicateurs de référence dans I’identification et la caractérisation de

I’origine variétale et géographique des HOVE (Bakhouche et al., 2013).

2.2.2. Lespigments

L'huiled'olive se caractérise par |a présence de deux pigments majeurs, les chlorophylles
et les caroténoides. |ls sont responsables de la variation de la couleur de I'huile d'olive, du vert
au jaune doré (Minguez-Mosguera et al., 1991). Grace a leur propriété lipophile, ils sont
transférés dans I'huile d'olive lors du processus de trituration. Leur teneur dans I'huile varie
entre 1 et 20 ppm (Boskou, 2006), en fonction de la variété, des conditions climatiques, du
processus d'extraction et particulierement du degré de maturité des olives (Yorulmaz et al.,
2013; Youssef et al., 2010).

a) Chlorophylles

Les chlorophylles peuvent étre définies comme un complexe de coordination au
magnésium de tétra-pyrroles cycliques. Ce dernier contient un cinquiéme anneau
isocyclique, appel € porphyrine, associé aunelongue chaine d'ester d'al cool isoprénoide.
C'est la présence dans sa structure de nombreuses doubles liaisons conjuguées qui
permet une absorption du rayonnement lumineux, lui conférant ainsi la capacité de
photosynthese (Kuczynskaet al., 2015). En outre, en raison deleur activité antioxydante
dans I'obscurité, les chlorophylles sont connues pour jouer un role important dans la
stabilité oxydative de I'huile. Cependant, elles ont un effet inverse, pro-oxydant, au
contact de lalumiére (Giuliani et al., 2011).

Figure 12 : Structure chimique des chlorophylles (Pubchem)
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b)

Les chlorophylles sont également responsables de la couleur verte
caractéristique des olives et de son huile. Etant un pur jus de fruit issu d’une extraction
mécanique et physique desolives, I’huile d’olive vierge garde toutes les caractéristiques
de ce dernier. Cependant, la totalité des pigments chlorophylliens n’est pas transférée a
I'huile, pres de 80% de ce pigment sont perdus au cours du processus d'extraction
(Giuliani et al., 2011).

Les recherches de Minguez-Mosquera et a. (1990) ont montré que la
chlorophylle" a™ est la principale composante des fruits frais. Cette derniere diminue
avec la maturation et disparait pratiquement dans I'huile, en se transformant en
phéophytine "a'. Par consequent, la fraction chlorophyllienne présente dans I'huile
d'olive est constituée principalement de la phéophytine "a", accompagnée par de faibles
guantitésen chlorophylles"a" et "b", et en phéophytine "b". Lateneur des chlorophylles
varie généralement entre 1 a 10 ppm dans I’huile d’olive, influencée par plusieurs
facteurs : variétal, agronomique, climatique et technologique (Minguez-Mosqueraet al .,
1990; Giuliani et a., 2011; Bengana et al., 2013).

Caroténoides

L es caroténoides sont des substances lipophiles, issues du métabolisme lipidique
secondaire. Ces pigments jouent un role essentiel dans I’activité photosynthétique et
physiologique des plantes, mais sont également des composés importants sur le plan
nutritionnel. La plupart des caroténoides sont des terpénoides a 40 atomes de carbone
dont l'unité structurelle de base est I'isopréene. Tout comme les chlorophylles, les
caroténoides sont dotés d'une chaine polyénique responsable de I'absorption de la
lumiére, qui rend la molécule de caroténoide extrémement sensible aux conditions
disomérisation et d'oxydation. L'activité antioxydante des caroténoides est une
consequence directe delachimie deleur longue chaine pol yénique. Cette caractéristique
structurelle est principalement responsable de la réactivité chimique des caroténoides
vis-avis des agents oxydants et des radicaux libres, mais aussi de leur caractére
prooxydant (Kiokias et al., 2016).
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Figure 13: Structure du B-caroténe et clivage enzymatique de la molécule pour donner deux

mol écules de vitamine A (Minguez-Mosquera et a., 2008).

Lafraction caroténoide de I'huile d'olive est un mélange de 3-caroténe, lutéoline,
violaxanthine et de la néoxanthine, néanmoins, la lutéoline est le principal caroténoide
de I’huile avec une concentration qui varie entre 2,46 a 11,15 mg/kg (Minguez-
Mosquera et al., 1990; Mateos et al., 2003;). Les variations de la composition et de la
teneur en caroténoides de I'huile d'olive sont des critéres de différenciation variétale et
d'origine géographique des cultivars, ainsi que de détermination du stade de maturité
des olives (Bengana et al., 2013; Kiokias et al., 2016). Par ailleurs, L'importance
diététique des caroténoides se manifeste également par leur réle de précurseur de la
vitamine A, en effet, les molécules de B-carotene, une fois incorporées dans
I’alimentation, peuvent étre scindées en deux molécules de rétinol (vitamine A) par
I'action de I'enzyme B-caroténe-15,15'-dioxygénase dans|'intestin (figure 13) (Minguez-
Mosgueraet al., 2008).

2.2.3. Lestocophérols

Les tocophérols sont des composés hétéroacides a haut poids moléculaire. L'huile
d'olive est également une source importante de vitamine E, qui est I’un des principaux composés

de sa fraction insaponifiable. Les tocophérols sont des vitamines liposolubles, qui jouent un
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réle important dans la stabilité oxydative de I’huile d’olive. Leur teneur dans les HOVE varie
généralement entre 36 et 370 mg/kg, dépendant de la vérité, de la technique d’extraction, de
I’origine géographique et du stade de maturité des olives (Boskou, 2006).

R Tocophérols
| — -.l.- £ CHy H £H
2% ___-__-.-'" e __-"-"'"\\' P & e =
-] S " : 29
| s s
CH
isemere de la | By Ra Ri
vilwmine
i L] B T
i} Lo | B 1] (#11)
¥ H CHa DOH
& H H

Figure 14 : Différentes structures des tocophérols (Pubchem)

L'alpha-tocophérol est e principal homologue des différentes formes de vitamine E
présentes dans|'huile d'olive. 1l constitue environ 95 % du total destocophérols, les5 % restants
sont congtitués principalement de formes béta et gamma. Les delta-tocophérols sont
générament trouvés sous forme de trace. L'activité antioxydante des tocophérols est environ
250 fois plus performante que celle du BHT. Cepandant, cette capacité differe d'un isomére a
['autre (figure 14) ; leur pouvoir antioxygene est classé dans I'ordre décroissant suivant : 0 , v,
B et a (Boskou, 2006; Hashim et al., 2005).

2.24. Lesstérols

Les phytostérols sont des produits découlant de la voie de biosynthese des isoprénoides
des cdllules végétales. I1s sont présents dans I'huile aussi bien sous forme libre que sous forme
estérifiée en association avec des acides gras. L'huile d'olive est particulierement riche en
fraction stérolique, elle contient divers composés tels que le B-sitostérol, le A5-avenasteral, le
stigmasterol et e campestérol. Lateneur en phytostérols varie entre 80 a 260 mg/100 g dansles
HOVE.Le B-sitostérol est le stérol le plus répandu dans les huiles (sateneur peut atteindre 93,0
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% des stérolstotaux), tandis que le campestérol et |e stigmastérol comptent respectivement 3%
et 1% (Martinez-Vida et al., 2007). Par ailleurs, plusieurs facteurs peuvent affecter la
composition stérolique de I’THOVE, en particulier les facteurs agronomiques, géographiques et
technologique lié a I’extraction de I’huile (Boskou, 2006; Martinez-Vidal et al., 2007,
Yorulmaz et al., 2014).

Figure 1: Structure du B-sitostérol ( PubChem).

L'effet bénéfique des phytostérols, en particulier le b-sitostérol, a été observé dans la
réduction de la concentration de cholestérol total et des LDL dans le plasma, en inhibant
I’absorption intestinale du cholestérol. Ils contribuent également a la stimulation de la
signalisation apoptotique des cellules cancéreuses de la prostate et I'hyperplasie prostatique
(Piroddi et al., 2017). En outre, le profil stérolique est utilisé comme marqueur dans le contréle
de qualité et d'authenticité de I'huile d'olive vierge, afin de détecter les mélanges fraudul eux
avec d'autres huiles. 1l est également utilisé comme critere de distinction entre I'huile d'olive
vierge et lampante, notamment par |e pourcentage plus faible de campestérol et de stigmastérol
libre dans cette derniére (Ben-Ayed et al., 2013).
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2.2.5. Les composés volatils

Les composés volatils sont générés par lavoie delalipoxygénase au cours des premiéres
étapes de I'extraction de I'huile. Ces composes sont généralement impliqués dans la qualité

sensorielle, en étant associés au golt et aux ardmes (positifs et négatifs) de I'huile d'olive.
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Figure 16: structure des composés volatils de I'huile d'olive

La composition de la fraction volatile de I'huile d'olive comprend des acanols et des
alcénols ayant moins dix atomes de carbone dans leur molécule. I1s sont présents sous forme
libre et estérifiés, et en tant qu’alcools aromatiques (alcool benzylique et 2-phényléthanal). Les
composeés volatils majoritaires de I’huile d’olive sont I'hexanal, le (E)-2- hexend, le (Z)-3-
hexend, I'nexan-1-ol, le (Z2)-3 hexen-1-ol, et I'acétate de (Z)-3-hexényle. IIs sont responsables
de la perception verte et fruitée de I’huile d’olive extravierge (Boskou, 2006). Selon Veneziani
et a. (2018), la teneur en aldéhydes de I’huile d’olive, principalement représentée par la
concentration de (E)-2-hexenal, est influencée par la technique d'extraction utilisée. En
revanche, lateneur en alcools et en esters semble étre plus affectée par I'origine génétique des

cultivars d'olives et leurs activités enzymatiques spécifiques liées alavoie de lalipoxygénase.
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2.2.6. Leshydrocarbures

Les hydrocabures sont présents en quantité éevée dans I’huile d’olive. Ils sont les
composés les moins polaires de la fraction insaponifiable des huiles végétaes. Le squaléne
(CsoHs0), est parmi les constituants les plus abondants dans les huiles d'olive vierges, il
représente entre 0.2% a 0.7% du poids total de I’huile (Owen et al., 2000 ; Ben-Ayed et al.,
2013). Par ailleurs, la fraction hydrocarbonée de I'huile d'olive vierge comprend aussi des
hydrocarbures diterpéniques et triterpéniques, des polyol éfinesisoprénoides et des n-paraffines
(Boskou, 2006).
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Figure 17: Structure du squal éne (Pubchem)

L’huile d’olive s’avere étre une importante source de squaléne par rapport aux huiles de
graine, dont la teneur est considérablement réduite au cours du processus de raffinage. Cette
molécule triterpénique (figure 17) est connue pour son réle intermédiaire dans la biosynthese
des stérols chez les plantes et les animaux (Cayuela et Garcia, 2018). Ainsi, des éudes ont
montré qu'il joue un réle clé dans le métabolisme du cholestérol, en stimulant I'acyl-coenzyme
A. Il réguleains I’absorption, la synthése, I'estérification et I'élimination du cholestérol dans le
corps humain (Piroddi et al., 2017).

En outre, le squalene est identifié comme un facteur de réduction du risque de cancer.
Son action thérapeutique est observée dans l'activité protectrice contre plusieurs agents
carcinogénes et notamment dans la modulation de la biosynthése des acides biliaires impliqués
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danslapromotion des tumeurs. Ce composé lipophyligue contribue également dans I’inhibition
del'oxydation des AGPI (I’acide arachidonique et docosahexaénoique), et la stabilité oxydative
de I'huile d’olive, méme a basses températures (Amarowicz, 2009).
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Syntheése bibliographique Chapitre Ill: Facteurs influengant la composition de I’huile d’olive

1. Facteur génétique

Il est considéré comme |'un des facteurs les plus déterminants de la qualité de I'huile
d'olive. La diversité génétique des cultivars d'olivier a permis de générer une large gamme
d'huiles d'olive monovariétales, caractérisées par une variation spécifique dans leur teneur et
composition lipidique et non lipidique. Cette différence est généralement liée a des variations
gualitatives et quantitatives dans leur profil en triglycérides et en acides gras, en tocophérols,
en pigments, en composés volatils et en polyphénols. Ces changements sont directement
responsables de la détermination des caractéristiques nutritionnelles, thérapeutiques et
organoleptiques, propres a chaque huile d’olive vierge (Stefanoudaki et al., 1999 ; Oliveras-
LOpez et al., 2007).

La composante genétique joue un réle important dans I’expression et I’activité des
enzymes endogenes du fruit. Elle influence directement et indirectement la qualité finale de
I’huile d’olive des différentes variétés. Ainsi, certaines variétés se caractérisent par de faibles
teneurs en composés phénoliques. C’est le cas de I’huile de la variété algérienne Chemlal qui
est généralement pauvre en polyphénols ; lesfaibles teneurs de cette derniére conféerent un godt
doux a son huile prisée par la population locale ( Douzane et al., 2012 ; Bengana et al., 2013;
Djelloul et al., 2020) . Selon Kalua et a. (2007), I'accumulation des composes volatils dans
I’olive est influencé par le type de cultivar, mais il semble que ce ne soit pas le cas pour tous
les composés volatils, en particulier les composés volatils C5.

2. Facteur s géographiques

L'influence du facteur géographique est trés variable sur la qualité de I'huile d'olive, en
raison des différentes conditions propres a chaque site de culture (température, precipitations,
sol, atitudeet latitude) (Mailer et al., 2010). Leshuilesd'olivedelarive nord delaMéditerranée
(Gréce, Itadie et Espagne) sont généralement caractérisées par une faible teneur en acides
linoléique et palmitique et un pourcentage élevé en acide oléique. Par contre, les huiles d'olive
de larive sud (Tunisie, Algérie) ont généralement une teneur éevée en acides linoléque et

pa mitique et une teneur plus faible en acide oléque (Boskou et al., 2006).

Par ailleurs, |e pourcentage d'acides gras insaturés dans |'huile d'olive augmente avec la

diminution de latempérature ou I'augmentation de I'altitude (Mailer et al., 2010). Selon I'éude
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de Stefanoudaki et al. (1999), les huiles d’olive obtenues a haute altitude sont plus riches en
acides gras monoinsaturés, tandis que les huiles obtenues a basse altitude ont une teneur plus
élevée en acides gras saturés. Latempérature est également importante pour |e dével oppement
des drupes comme pour la composition de I'huile. Dans les régions tres chaudes, les olives se
pigmentent trés précocement, ce qui entraine une dégradation rapide de la chlorophylle (Di
Vaoetal., 2013).

L’étude réalisée par Bakhouche et al. (2013) sur la variété Arbequina, a montré que la
fraction phénolique des huiles d’olive, provenant de différentes régions, ne varie pas
gualitativement, mais bien davantage quantitativement pour un grand nombre de composés
phénoliques (sécoiridoides, phénols simples et lignanes). Ces derniers ont tendance a réduire
leur teneur dans I’huile avec une plus grande disponibilité en eau et/ou en pluie (Beltran et al.,
2004). En outre, la zone de culture de I’olivier peut également déterminer lateneur en composés
volatils en Ce et Cs des huiles d’olive vierges. En effet, les huiles européennes se caractérisent
par la prédominance du trans-2-hexénal dans le profil des composés volatils, ce qui n'est pas
toujours observé dans | es huiles provenant d'autres régions. Ainsi, les huilesitaliennes sont plus
riches en aldéhydes en Ce, tandis que | es esters fruités sont |es composés aromati ques dominants
des huiles marocaines (Kalua et al., 2007).

3. Facteurs agronomiques

3.1. Agedesarbres

L’age des oliviers semble étre un facteur déterminant dans la modélisation de la
composition de lafraction mineure et majeure de I’huile d’olive produite. Ces différences sont
principalement liées a un développement plus important du systeme racinaire et a une activité
photosynthétique plusimportante des arbres avec I’age. Ce dernier peut influencer lateneur des
acides gras saturés, du squalene, de I'o-tocophérol et des tocophérols totaux, des sécoiridoides
(décarboxyméthyl oleuropéine aglycon), et des composés volatils (I'hexanal, le (Z)-3-hexénal,
et le 1-penten-3-ol), produisant ainsi des huiles d’olive vierges aux compositions trés variées.
Lacomposition en acides gras est également influencée, notamment les concentrations en acide

oléque qui sont dépendantes de I'age (Mele et al., 2018).
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L’age des arbres peut également affecter la teneur et la composition de la fraction
phénolique des huiles d’olive vierges. En effet, les oliviersles plus agés (30-50 ans) produisent
des huiles plus riches en composés phénoliques que les arbres jeunes (10-30 ans) (Beltran et
al., 2004).

3.2. Densité

Le nombre de plants ha est un paramétre trés important dans la détermination de la
productivité des vergers oléicoles (Benito et al., 2013). Dans la perspective de I'intensification
de la production oléicole, la densité des nouvelles plantations d'oliviers est en constante
augmentation. Une comparaison entre des densités de plantation de 1250 et 2500 arbres /ha,
effectuée par Rodrigues et al. (2018), amontré qu'une augmentation du nombre de plantes dans
larangée et entre | es rangées provoque une |égére augmentation de l'acidité libre, C18:1, C18:2
et AGMI, suivie d’une réduction du peroxyde, de lateneur en C16:0, C18:0, AGS et AGPI. Ces
changements affectent I'activité antioxydante et de la stabilité oxydative des huiles d'olive

vierges.

3.3. Irrigation

L'irrigation est essentielle pour assurer une meilleure production et des rendements plus
élevés des vergers olécoles, toutefois un équilibre entre la production et la qualité doit étre
recherché. Ainsi, des apports d'eau élevés pendant I'éeé produisent des huiles d’olive avec des
niveaux d'acide oléique plus faibles et des rapports C16/C18 plus élevés ; alors que les huiles
provenant d'olives cultivées dans des conditions de stress hydrique ont un taux plus éevé en
acide oléique (Beltran et al., 2004). Aing, l'irrigation doit étre conduite de maniére raisonnée,
en effet, une plus grande disponibilité de I'eau tend a réduire la teneur en polyphénols et la
stabilité oxydative de I'huile d'olive (Di Vaio et al., 2013; Mafricaet al., 2021).

3.4. Fertilisation

Une gestion correcte de lafertilisation permet de satisfaire les besoins nutritionnel s des
vergers oléicoles modernes, limiter le phénomeéne d’alternance et d’assurer une productivité

durabledesoliviers. Lesrecherchesde Atachi Mezghani et al., (2019) sur descultivarstunisiens
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ont montré que les variétés d'olives réagissent différemment a la fertilisation. Ainsi, certains
cultivars (Koroneiki) étaient plus sensibles (un rendement plus élevé en huile) a I'application
des engrais. Une fertilisation azotée élevée de I'olivier accroit la teneur en acides gras poly-
insaturés (AGPI), notamment en acide linoléique (C18:3). Cependant, elle provoque une
compétition protéines-phénols dans les fedilles, ce qui réduit le contenu phénoligue de I'huile
(Dag et al., 2009; Erel et al., 2013). En outre, des apports élevés en P et N ont démontré une
influence négative sur la stabilité oxydative de I'huile, tout en augmentant les avantages
nutritionnels. En effet, des doses plus élevées de N et P ont tendance a augmenter les niveaux
des AGPI par rapport aux AGMI dans I'huile, plus spécifiquement les niveaux de I’acide
oléique. Alors que, le contenu en AGS, en polyphénols et en peroxydes sont susceptibles de
diminuer. Par ailleurs, |la somme des effets de lafertilisation sur le rendement et lacomposition
de I'huile d'olive, est une donnée clé dans la conception d’une stratégie optimale pour

I'application de fertilisants dans les vergers oléicoles (Dag et al., 2009).

3.5. Maturitédu fruit

Le début du développement du fruit est marqué par la floraison de l'olivier. Au cours
des six a huit mois suivants, les olives atteignent leur poids maximal. La maturation des olives
commence généralement en septembre, entrainant des changements dans la couleur du fruit,
alant du vert au noir (pleine maturité) en passant par le violet. Cette période est également
connue pour apporter des changements importants dans les caractéristiques chimiques et

physiologiques du fruit (Ryan et Robards, 1998).

Au cours de la période de la maturation des olives, I'accumulation d'huile dans le fruit
Se poursuit, entrainant une augmentation du rendement et des changements dans sacomposition
lipidique (Dag et al., 2011). Cependant, la synthese de I’huile a tendance a diminuer, puis a
s’arréter alafin de la maturation. Cette étape se déroule généralement a la période de fin de
novembre- fin décembre pour la plupart des variétés Algériennes. En outre, lesteneurs en acide
stéarique, en acide linolénique, en acide palmitique et en acides gras saturés ont tendance a
diminuer, tandis que les concentrations en acides oléique et linoléque augmentent avec la
maturation. Ces changements sont dus principalement a une augmentation de I’activité
enzymatique condensatrice de I’&cétoacyl-ACP synthase 1I. (KAS I1), responsable de
I'éongation du palmitoyl-ACP en stéaroyl-ACP et du degré d'insaturation de I’huile d’olive
obtenue, au cours de lamaturité des olives (Beltran et al., 2004).
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La qualité physico-chimique de I’huile est affectée également par la progression de la
maturité. En effet, I’acidité libre augmente Iégerement mais progressivement tout au long du
processus de maturation, tandis que les valeurs de peroxyde et les coefficients d'extinction ont
tendance a diminuer. La concentration des pigments chlorophylliens et caroténoides dans
I’olive diminue avec la maturation, entrainant des changements dans la couleur des huiles
d’olive extraites. La teneur en antioxydants naturels est également en diminution durant la
maturation, notamment la concentration en a tocophérol, principale tocophérol de I'huile
d’olive (Benito et al., 2013).

Lateneur en phénols totaux augmente au début de la maturité jusgu'a un maximum vers
le stade tournant des olives, puis diminue progressivement au cours des stades de maturité
avancés. La concentration en oleuropéine (composé majeur dans I’olive) diminue avec la
maturité, mais saccompagne de l'accumulation de deux autres composés, a savoir la
déméthyloleuropéine et e glycoside de |'acide élénolique. Ces derniers sont généréslors dela
dégradation de |'oleuropéine par |'activité des estérases qui augmente au cours de lamaturation,
et/ou par |'arrét de sa synthése conduisant a I'accumulation de ces dérivés (Amiot et al., 1989;
Ryan et Robards, 1998 ; Benito et al., 2013). La qualité sensorielle et la stabilité oxydative de
I’huile d’olive, étant liée alateneur en phénols totaux, suivent une tendance similaire le long
du processus de maturité. En effet, les huiles d’olive provenant de récoltes précoces sont
généralement caractérisées par un go(t amer et piquant plus intense que les huiles récoltées
issues des dates de maturité avancees. Par ailleurs, I’avancement de la maturité du fruit entraine
une réduction dans la teneur en composeés volatils en Cs, notamment ceux dérives de I'acide
linolénique. Cette derniére est causée par une diminution de I’activité des enzymes
(lipoxygeénases) impliquées dans laformation de la plupart de ces composés dansI’huile d’olive
(Kauaet al., 2007).

4. Facteur stechnologiques

4.1. Stockage des olives

L'huile d'olive vierge extra doit étre obtenue a partir d'olives fraiches et saines. Elle est
ains extraite dans les 24 heures qui suivent la récolte, afin d'obtenir une huile a faible teneur
en peroxyde (20 meq Oz /K Q) et en acidité libre (< 0,8 %), et riche en composés phénoliques.
Ces caractéristiques conférent a I’huile d’olive un golt et des ardmes agréables (Foscolou et

42



Syntheése bibliographique Chapitre Ill: Facteurs influengant la composition de I’huile d’olive

al., 2018). Lesolives stockées pendant de longues périodes et/ou entassées (dans des contenants
étanches ou en tas) subissent des dommages mécaniques favorisant diverses détériorations.
Celles-ci sont dues principalement al'action de micro-organismes pathogenes et aux différents

processus de fermentation.

Les huiles extraites des fruits dégradés présentent une palette d’attributs négatifs
(chémé, rance et moisi) et unefaible stabilité oxydative. Cesrésultats sont dus aune importante
dégradation de la qualité physico-chimique (taux de peroxyde et acidité élevés), une réduction
de la teneur en composés phénoliques et a une augmentation de la formation de composés
volatils a attribut négatif. Cette détérioration croissante est le résultat de I'intensification de
I'activité enzymatique en lien avec une désintégration progressive de la structure cellulaire
(Kauaet al., 2007).

4.2. Lavage et effeuillage

La pré-étape du lavage est la premiére opération du processus d'extraction de I'huile
d'olive. Le lavage des olives contribue a maintenir la qualité naturelle de I'huile. Il consiste a
laver lesolives et adliminer lesfeuilles, lestiges, les brindilles et autres débris qui proviennent
de larécolte des olives (une partie des pesticides et de la poussiere) (Souilem et al., 2017). La
présence d'une grande quantité de feuilles pendant I'extraction de I'huile, génére des huiles
d'olive de couleur verte ayant une forte sensation organoleptique, généralement peu appréciée
par les consommateurs. (Meleet al., 2018). Par ailleurs, un pourcentage élevé en feuilles et/ou
d'olives non lavées augmente le pourcentage d'acides gras libres dans les huiles d’olive
produites (Gharbi et al., 2015).

4.3. Broyage

L’ opération du broyage vise a rompre les membranes cellulaires des olives et a libérer
les fines gouttes d'huile contenues dans les vacuoles. La désintégration des tissus de I'olive
libere les différents constituants de la pulpe et du noyau, responsables de I'activation de
plusieurs réactions enzymatiques. Ces dernieres modifient le profil et la concentration des

composés phénoliques et volatils de I’huile d’olive extraite (Souilem et al., 2017).
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Au cours du processus de broyage, il y a une libération des enzymes endogenes des
olives, a savoir les B-glycosidases et les oxydoréductases présentes dans le noyau. Des
polyphénoloxydases et les peroxydases, responsables de I’hydrolyse et I’oxydation des
polyphénols, sont ainsi libérées (Servili et al., 2004; Souilem et al., 2017). L’activité de ces
enzymes dépend du type de broyage, de la taille des fragments d'olive, de la température, du
temps de malaxation, et de I'exposition a I'oxygéne atmosphérique (Lozano-Castelléon et al.,
2020). Afin d'obtenir une huile d'olive riche en composés phénoliques, ayant une meilleure
stabilité oxydative et une valeur nutritionnelle élevée, il est nécessaire de maintenir une bonne
stratégie pour controler I'activité enzymatique pendant le broyage. Par ailleurs, des méthodes
douces de broyage des olives (réduisant la dégradation des tissus du noyau) et des procédés
d'extraction a partir d'olives préalablement dénoyautées ont été développées. Ces techniques
visent alimiter lalibération de peroxydase et de polyphénoloxydase dans |a péte et a diminuer
le taux d'oxydation des polyphénols (Servili, 2014; Souilem et al., 2017).

Figure 18: différents type de broyeurs d'olive (Souilem et al., 2017).

A : Broyeur apierre, B : Broyeur amarteau, C : Broyeur adisque

De nos jours, le broyeur a marteaux et le broyeur a disgue (figure 18) sont les plus
utilisés dans I'industrie de I'huile d'olive. IlIs produisent des huiles contenant de plus grandes
guantités de composeés phénoliques que les broyeurs a pierres, dues principalement au broyage
flash et fin des olives (Souilem et al., 2017). Selon Polari et Wang (2019) la vitesse de broyage,
la taille et le diamétre des trous de la grille du broyeur ont un impact considérable sur la
composition majeure et mineure de l'huile. En effet, une augmentation des rendements en huile,
de lateneur en chlorophylles, des phénols totaux et des dérivés sécoiridoides, sont obtenues en

utilisant un broyeur dont la grille est dotée de petites perforations (LOpez-Y erena et al., 2021,
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Polari et Wang, 2020). Par ailleurs, Lopez-Yerena et a. (2021) ont montré qu’un broyage a
haute température des olives provoque une diminution de la teneur en composes phénoliques et
une dégradation plus importante des aglycones I'oleuropéine et du ligstroside, ce qui entraine

laformation d'oléacein et d'oleocanthal.

4.4. Malaxage

Le but du malaxage est de séparer 1a phase huileuse (huile d'olive) de la phase aqueuse,
€t ce par un pétrissage lent et continu de lapéte d'olive. || permet ainsi |a coal escence des petites
gouttelettes d'huile libérées durant I’étape du broyage (Jiménez et al., 2014). Le malaxage
s’effectue dans des bacs en inox hermétiques capables de fonctionner en atmosphere contrélée
ou sous vide. Ces conditions permettent d’eviter I'oxydation des polyphénols et contréler la

libération des substances volatiles (Di Giacomo et Roman, 2022).

L’etude realisee par Lopez-Y erenaet al. (2021), en appliquant différents parametres de
malaxage (temps (30 et 60 min) et température (27, 32, et 37°C)), amontré queles huilesd'olive
aforte teneur en polyphénols ont été obtenues aprés 30 min de malaxage a 37°C. En outre, une
température du malaxage élevée (jusqu'a 30 et 35 °C) entraine une augmentation de
d'oléocanthal dans les huiles obtenues. En effet, ces températures peuvent réduire I’activité
oxydante des polyphénol oxydases et des peroxydases, et augmenter le coefficient de partage
entre les phases huileuse et agueuse de la péte d'olive. Ce dernier accroit la disponibilité et la
solubilité des sécoiridoides dans la phase huileuse (De Torres et al., 2016). Plus encore, une
durée et une température de malaxage élevées peuvent étre la cause de la diminution des
composés volatils responsables de I'aréme agréable de I'huile d'olive. Ces conditions entrainent
également la production de composés volatils a attributs négatifs comme le 2-méthyl butanol et
le 3-méthyl butanol (Kaluaet al., 2007).

Par ailleurs, des enzymes ont été proposées comme une aide efficace a I'extraction de
I'huile d'olive. L'gout de cocktails de cellulases, dhémicellulases et de pectinases durant le
malaxage ou apres le broyage, a montré une augmentation de la qualité et de la quantité des
polyphénols dans les huiles d'olive extraites (une libération accrue des composés phénoliques
de la matrice des parois cdlulaires). Cependant, les cultivars d'olives et la maturité ont un
impact déterminant sur |'efficacité des cocktail s enzymatiques sur le rendement et |es composés
phenoliques de I’huile d’olive (Polari et Wang, 2020).
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4.5. Séparation solide/liquide

45.1. Lapresse

Lapresse d'extraction traditionnelle est encore utilisée de nosjours. Elle fonctionne avec
un systeme discontinu qui passe par trois étapes essentielles: le broyage, le pressage et la
séparation des phases. Les olives sont broyées a I’aide de roues en pierre qui tournent sur une
cuve fabriquée de laméme matiére. Le malaxage de la péte est effectué au méme temps que le
broyage. Cette étape nécessite généralement plus de temps que les broyeurs métalliques. La
péte est ensuite transférée manuellement et étal ée dans des scourtins (doubles disques reliés par
le bord extérieur et percés au centre) en fibres. Ces derniers sont empilés les uns sur les autres
pour former une colonne verticale a la presse. Une pression hydraulique est appliquée sur la
colonne de scourtins va permettre de faire sortir le modt d’huile des bords extérieurs. A lafin
de chague pressage les scourtins sont nettoyés en éliminant le grignon sec (noyau, pulpe et
chaire) et ils sont ensuite remplis a nouveau avec de la pate. L’ajout de petites quantités d’eau
est nécessaire pour faciliter la percolation de la phase huileuse. En outre, les margines obtenues
par ce procédé sont plus concentrées que les margines des huileries modernes (Kapellakis et
al., 2008).

Figure 19: Presse hydraulique.

La séparation des phases liquides (huile et eau de végétation) s’effectue par une simple
décantation naturelle dans des bassins de sédimentation. L'huile obtenue par ce systeme peut

contenir une fraction d'eau de végétation qui réduit ladurée de conservation del'huilelorsquelle
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n'est pas filtrée. Ainsi, une étape de filtration de I'huile est immédiatement nécessaire pour
limiter la dégradation de I'huile par lesimpuretés. En outre, un nettoyage adéquat des scourtins
doit se faire régulierement afin de ne pas accentuer le phénomeéne d'oxydation qui peut étre
occasionné par les matiéres solides restantes dans les scourtins. Par conséquent, la qualité de
I'huile d'olive se trouve atérée par la manifestation dattributs négatifs et de saveurs
indésirables, entrainant une perte de lavaleur nutritionnelle et commerciale de I'huile (Souilem
et al., 2017).

4.5.2. Décanteur atrois phases

La centrifugeuse horizontale est installée sur un systéme d'extraction continu. La péte
dolive provenant du malaxeur est acheminée vers un contenant cylindrique a I'extrémité
conique. Gréce a une vitesse de rotation éevée, une séparation gravitationnelle des différents
congtituants est réalisée. Le systeme de centrifugation a trois phases sépare la péte en trois
fractions distinctes : le molt dhuile, le grignon (résidus solides) et la margine (eau de
végétation).

Figure 20 : Centrifugeuse horizontale

Ce systéme est réputé pour son rendement élevé en huile, la facilité de gestion des
effluents (margine et grignon), mais aussi pour sa forte consommation d'eau pendant la
séparation des phases. Les deux premieres raisons sont celles qui ont favorisé une large

utilisation par les ol éfacteurs, en dépit de leur impact néfaste sur I’environnement. L'gjout d'une
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grande quantité d'eau pendant I’extraction affecte négativement la teneur en polyphénols et la

stabilité oxydative de I'huile d'olive. En effet, une grande quantité d'eau favorise la migration

de lafraction phénolique (molécules de nature plus ou moins polaires) de I'huile d'olive versles

margines. C’est pourquoi un systeme de centrifugation biphasée (grignon humide et moQt

d'huile) a été développé, qui se distingue pour sa faible consommation d'eau. Par ailleurs, le

type de systéme utilisé semble affecter davantage la quantité de polyphénols présents dans

I'huile que leur qualité, cette derniére dépendant principalement des activités enzymatiques,

notamment lors du malaxage (Cecchi et al., 2018).
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Figure 21: Schémas montrant |es principales eétapes d’extraction d'huile d'olive
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4.5.3. Décanteur a deux phases

Parmi les trois systemes d’extraction, le systéme a deux phases est le plus intéressant en
termes de quantité de polyphénols dans I’huile, en effet 1,5% des phénols d'olive sont transférés
al'huile par ce systéme, tandis que lapresse traditionnelle et |e systéme de centrifugation atrois
phases ont une capacité d’extraction del,2% et 0,5 %, respectivement (Klen et VVodopivec,
2012). Aingi, la qualité de I'huile extraite est de meilleure qualité, plus riche en antioxydants
naturels et ayant une durée de conservation plus longue.

Cependant, ce systeme est connu pour sa production de grignons a forte teneur en
humidité (50-70%) et en huile (8-11%) a la sortie de la centrifugeuse horizontale. Aing, le
grignon humide doit étre soumis a une seconde centrifugation verticale pour extraire I’huile

résiduelle, en vue d’obtenir un grignon a faible teneur en huile (1 42,5 %) (Lama-Mufioz, 2014).

4.5.4. Décanteur a multi-phases

Il sagit de la derniere technique développée a destination de l'industrie oléicole, qui
représente |'évolution du décanteur a deux phases. Ce systeme produit deux phases solides et
une phase huileuse. L’une des phases solides est semblable a celle de latrois phase, tandis que
I’autre est une phase dénoyautée appelée « paté d’olive ». L’extraction de I’huile du décanteur
a multi phases s’effectue sans ajout d’eau lors de I’étape de malaxation. Elle produit ains une
huile plus riche en composés phénoliques, ayant une qualité sensorielle supérieure. Par ailleurs,
le paté d’olive produit constitue une source prometteuse pour I’alimentation humaine
(semblable aux tapenades), en raison de sa forte concentration en nombreuses substances a

grandes valeurs nutritionnelles et thérapeutiques (Di Giacomo et Romano, 2022).

4.6. Séparation huile/eau

La centrifugeuse verticale peut étre employée dans différentes opérations. Elle est
géné&ralement utilisée pour la filtration du modt d'huile provenant des différents systémes
d’extraction. Cette etape vise a éiminer I'infime quantité d'eau (élimine prés de 0,18%) et les
résidus solides qui rendent I'huile trouble et affectent ses caractéristiques sensorielles et

organol eptiques.
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L'autre objectif des centrifugeuses verticales est également d’obtenir une plus faible
quantité d’huile dans les margines produites par e systéme a presse et atrois phases. Elles sont
également utilisées pour extraire I'huile du grignon humide provenant du décanteur a deux
phases. La différence éant la sortie du grignon, qui peut ére régulée par un anneau de
régulation de la centrifugeuse et un gout plus important de I'eau chaude pour augmenter
I'épaisseur de la phase solide.

Figure 22 : centrifugeuse verticale.

Par ailleurs, la centrifugation verticale a certains inconvénients. En effet, I”gjout d’une
guantité importante en eau affecte négativement la teneur en composés phénoliques et
aromatiques de I’huile extraite (Uceda, Beltran, et Jiménez, 2006). La centrifugeuse verticale a
tendance a augmenter, plus que les autres installations de I’huilerie, e taux d'oxygéne dissout
dans I'huile d’olive. Ce dernier entraine une oxydation plus importante de I’huile durant le
stockage et une diminution de sa durée de vie (Masella et al., 2009).

5. Conditionnement de I’huile

Le stockage de I’huile doit s’effectuer dans des récipients hermétiques, inoxydables et
opagues, pour limiter tout phénomeéne d’oxydation. La durée de conservation de I'huile d'olive
extravierge peut étre définie comme la période de temps durant laquelle I'huile ne développe
pas de défauts sensoriels et les paramétres de qualité se situent dans les limites acceptées pour
cette catégorie commerciae (Li et Wang, 2018). La dégradation de la qualité de 'HOVE se
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produit lentement mais inévitablement, méme dans les meilleures conditions de stockage.
Durant sa conservation, I'huile d'olive subit des modifications notables dans sa composition
physico-chimique, notamment une hydrolyse progressive des triglycérides par les lipases qui

entraine une augmentation de la teneur en acides graslibres.

Par ailleurs, une dégradation lente mais progressive des composés phénoliques est
également favorisée, notamment par |'activité des phénoloxydases qui entraine leur oxydation
et la polymérisation des phénols libres (Ryan et Robards, 1998). D autres études (Ciafardini et
Zullo, 2018) ont montré que I'huile d'olive nouvellement produite contient différentes espéces
delevures dansles micro-gouttelettes d’eau de vegétation qu’elle contient (< 0,2%), et certaines
espéces de levures contribuent grandement a améliorer les caractéristiques sensorielles de
I'huile fraichement produite, tandis que d'autres espéces sont considérées comme nuisibles car
elles peuvent dégrader la qualité de I'huile, notamment au cours du stockage par la production
de saveurs désagréables et I'hydrolyse des triglycérides.
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Partie expérimentale Chapitre IV : Matériels et Méthodes

1. Matériel et méthodes

Cette étude est consacrée particulierement a la caractérisation des composés lipophiles de
I'huile d'olive, notamment le profil en triglycérides, acides gras et tocophérolsindividuels. Elle
vise également a évaluer la sensibilité des cultivars endémiques et dominants de la région de
Kabylie (Chemlal et Azeradj) aux facteurs les plus déterminants de la qualité de I’huile d’olive.

Cette partie a été réalisée avec la collaboration de différents laboratoires de recherche :

- Laboratoire de production et de sauvegarde des especes menacées et des récoltes,
Département de Biologie, Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou (UMMTO),
Tizi-Ouzou, Algérie.

- Division de larecherche sur les technologies agroalimentaires, Institut National de
Recherche Agronomique d'Algérie (INRAA), El Harrach, Alger, Algérie

- Département de technologie alimentaire, Institut de recherche sur I’Olivier, Bornova,
Izmir, 35100, Turquie

- Laboratoire de biochimie appliquée, Faculté des sciences naturelles et des sciences de
lavie, Université de Bejaia, Bgjaia, Algérie.

- Laboratoire de I’Institut Technique d’Arboriculture Fruitiere (ITAF) de Sidi-Aiche,
Begaia, Algérie.

- Ecole Nationale supérieure d’ Agronomie (ENSA) d’Alger, Algérie.

1.1. Echantillonnage

Le préévement des échantillons a été réalisé durant la campagne oléicole de I’année
2017. Les olives proviennent de deux variétés d’olivier dominantes, cultivées en Algérie (var.
Chemlal et var. Azeradj). Les fruits des deux cultivars sont récoltés dans trois vergers
commerciaux : Tizi-Ouzou (T), Boghni (B) et Ait-Khellili (A), situés a différentes altitudes
(110, 320 et 490 m, respectivement) dans larégion olécole du centre-nord de I'Algérie (Tizi-
Ouzou), commeindiquésdans|etableau 5. Lestroisoliveraies sont caractérisees par laprésence
des arbres des deux variétés ayant un ge moyen de 50 ans, une charge importante en olives et
un degré de maturité similaire ; afin d’assurer un échantillonnage homogene et éliminer le

maximum de facteurs résiduels.
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Tableau 5 : Informations sur I'échantillonnage et étiquetages.

I nfor mations géogr aphiques et climatiques

. ST Température

Cultivars Dglede Région Altitude Latitude Exposition Wstemg de  Précipitation moyenne

récolte production  annuelle

annuelle

25/11/2017 (1) Tizi-Ouzou (T) 110m 36°42N  Sud
Chemlal (C)

05/12/2017 (2) . o Rég| me

Boghni ()~ 320m  36%0N  Sud traditionnel  689.0 mm 19.7°C

15/12/2017 (3) pluvial

Azeradj (A)

25/12/2017 (4) Ait-Khellili (A) 490m 36°32N  Sud-Est

Les vingt-quatre échantillons ont été codés par deux lettres et un chiffre comme suit : La premiére lettre désigne
les variétés (Chemlal (C), Azeradj (A)), la deuxiéme les emplacements des vergers (Tizi-Ouzou (T) ; Boghni (B)
; Ait-khelllli (A)), les chiffresindiquent ladate de récolte (25/11/2017 (1) ; 05/12/2017 (2) ; 15/12/2017 (3) ; 25/12
/2017 (4)).

Pour chaque variété, quatre échantillons d'olives ont été récoltésalamain, en suivant la
méthode d’échantillonnage proposée par le Conseil Oléicole International (COIl, 2011), afin
d’obtenir quatre stades de maturité différents (D1, 25 novembre 2017 ; D2, 05 décembre 2017
; D3, 15 décembre 2017 ; D4, 25 décembre 2017). Apres la récolte, les échantillons ont été
effeuillés et débarrassés des fruits blessés et ceux attaqués par la mouche d’olive (Bactrocera

oleae).

1.2. Extraction de I’huile

Les olives, non entassees, ont été transportées dans des caisses en plastique ventilées.
Latrituration des olives a é&té effectuée 24 heures aprés larécolte. Les huiles ont été extraites a
I'aide d'un Oléodoseur. Ce mini-moulin & huile fonctionne avec un systéme d’extraction a deux

phases (Grignon humide, huile d’olive) (Figure 23).

Les fruits ont été broyés al'aide d'un broyeur a marteaux, qui écrase les olives contre
une grille perforée avec des trous de 0.8 de diamétre, afin obtenir une péate fine et homogene
(2). Lapéte est transférée dans des bacs en inox non hermétiques et mal axée pendant 35 minutes
a 25 C° a I’aide de palettes rotatoires. Le malaxage permet d’assurer une meilleure coal escence

des gouttelettes d’huile et limiter le phénomene d’oxydation (2).
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Figure 23: Oléodoseur.

La séparation des phases (huile et grignon humide) est effectuée au moyen d’une
centrifugeuse a 3000 tr/min pendant 3 min et sans gjout d'eau (3). Enfin I’huile obtenue est
décantée dans des éprouvettes graduées jusqu’a ce que les margines se séparent complétement
de I’huile. Les échantillons d’huiles ont été conservés dans des flacons en verre opaque et a une

température de 4°C, en attente des anal yses.

1.3. Analyse desfruits

1.3.1. Indice de maturité

L'estimation du degré de maturité est basée sur une observation visuelle du changement

de la couleur de la pulpe (mésocarpe) et de la peau (épicarpe) de I'olive durant le processus de

maturation (Figure 24).
E i“ >

o’}.a LT LL »

Figure 24 : Variation de la coloration de la pulpe et la chaire de I’olive au cours de la
maturation, et son influence sur la couleur de I’huile (COI, 2011).
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L’indice de maturité (IM) des olives a été déterminé visuellement et quantitativement
en suivant la formule développée par la station agronomique Venta del Llano de Jean

(Espagne), comme indiqué dans le document du COI (2011):
IM = (A*0+ B*1+ C*2+ D*3 + E*4 + F*5+ G*6 +H*7)/ 100

Ou A, B, C, D, E, F, G et H sont respectivement le nombre de fruits des classes indiquées dans la

figure 25.
Classe0: Epiderme de couleur vert intense ;
Classel: Epiderme de couleur vert jaunétre ;
Classe?2: Epiderme de couleur vert avec lamoitié du fruit marquée par des taches
rougeatres,
Classe 3: Epiderme de couleur rouge ou violet sur plus de la moitié du fruit
Classe 4 : Epiderme de couleur noire et mésocarpe blanc;
Classe5: Epiderme de couleur noire et la moitié du mésocarpe violet;
Classe6: Epiderme de couleur noire et mésocarpe violet sans atteindre le noyau ;
Classe7: Epiderme de couleur noire et tout le mésocarpe violet .

Figure 25: Coloration des olives au cours de la maturation

[.3.1. Analyses pomologiques

L es caractéristiques morphométriques des drupes pour chague cultivar ont été évaluées
apartir defruitsfrais (40 olives) et de leurs noyaux, en suivant la méthode proposée par le COI
(1997). Les caractéres étudiés sont : le poids du fruit (PF), le poids du noyau (PN), le rapport
pulpe/noyau (P/N) et le pourcentage de pul pe (P%).

1.3.2. Humiditédesolives

La teneur en eau des olives a éé déterminée selon la méthode suggérée par le COI
(2011). Plusprécisément, 70 g d'olivesfraiches ont été écrasés al'aide d'un mortier et d'un pilon.
La péte a été sechée dans une étuve dans une étuve réglée a une température de 103 £ 2°C. Les

échantillons ont été contrdl és réguliérement jusgu'a l'obtention d'un poids sec constant.
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1.4. Indices de qualité de I’huile d’olive

1.4.1. Aciditélibre

La teneur en acidité libre (A%) a été déterminée selon la méthode de solvant a froid,
établie par I’Organisation Internationale de Standardisation (1SO 660, 2009). 10g d’huile sont
pesés directement dans un erlenmeyer. Les échantillons d’huile ont été préalablement dissous
avec 50 ml du mélange éthanol/ éther-diéthylique (v/v) neutralise. Apres gjout et agitation de
I’indicateur colore (phénolphtaléine a 1%), on titre les solutions préparées avec une solution de
I’hydroxyde de potassium a 0,1N jusqu’a I’apparition d’une couleur jaune péle durant au moins
10 secondes; indiquant la neutralisation de tous les acides gras libres contenus dans nos
échantillons. L’acidité est exprimée en pourcentage d’acide oleique libre (%).

1.4.2. Indice de peroxyde

L'indice de peroxyde (IP) représente la quantité d'oxygene liée chimiquement aun acide
gras ou a des chaines organiques d’un corps gras sous forme de peroxydes (les
hydroperoxydes). 1l a éé mesuré selon la méthode iodométrique recommandée par
I’Organisation Internationale de Standardisation (ISO 3960, 2007). La valeur du peroxyde est
généralement exprimeée en milliéguivalents d'oxygéne actif par kilogramme d'huile (meq d’O>/
Kg). Brievement, dans un erlenmeyer de 250 ml, 2,5g d’huile d’olive vierge ont été dissous
avec un mélange d’acide acétique/chloroforme (60 :40, v/v). Aprés agitation, on goute 0,5 ml
d’iodure de potassium (KI) (solution aqueuse et saturée a 14g/8ml), et 60 ml d’eau distillée
fraichement bouillie. La solution finale est titrée avec la solution de thiosulfate de sodium a
0.01N, en présence d’empois d’amidon (1%) comme indicateur coloré. Un essai a blanc est

nécessaire pour calculer les valeurs du peroxyde.

1.4.3. Lesparametres K232 et K270

L’extinction spécifique K232 (diénes conjugués) et K270 (trienes conjugués) ont été
déterminées selon la procédure de I'Organisation internationale de standardisation (1SO 3656,
2011). Les échantillons sont dissous dans du cyclohexane a une concentration de 1% (p/v).
L 'absorbance de la solution est mesurée aux longueurs d'onde spécifiées 232 nm et 270 nm par
rapport au solvant pur, au moyen d’un spectrophotomeétre dans la gamme ultra-violet.
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1.5. Analyses de la composition en acide gras
Préparation des esters méthyliques d’acides gras

Latechnique la plus utilisée pour ladétermination de lacomposition en acide
gras des échantillons d’huile d’olive est la Chromatographie en Phase Gazeuse
(CPG). La préparation des ester méthyliques d’acide gras (EMAG) a éé effectuée
selon la méthode de transestérification a froid, préconisée par la réglementation
2568/91 de la Commission Economique Européenne (CEE, 1991). Les EMAG ont
été préparés par agitation vigoureuse d’un mélange de 0.1g d’huile d’olive, 2ml
d’heptane et 0.2 ml de la solution méthanolique (2 N) d’hydroxyde de potassium. Le
tout a été préparé dans un tube a avec un bouchon a vis. Aprées agitation, on
laisse le mélange reposer jusqu’a I’apparition de deux phases distinctes. Puis, la
couche supérieure qui contient les esters méthyliques a été pré evée et transférée dans
un autre tube. Les solutions d’EMAG ont été conservées au réfrigérateur jusqu’au

moment de I’analyse chromatographique.

Tableau 6 : Conditions chromatographiques utilisées pour I’identification de la composition

en acides gras de I’huile d’olive.

Conditions Chromatographiques

Chromatographe Chrompack CP 9002
Détecteur FID (250°C)
Injecteur SPLIT 1/100 (250°C)
Gaz vecteur Azote

Colonne capillaire

Cp Sil 8 CB (5% phenyl+ 95% dimethyl polysiloxane)

L ongueur

30m

Diamétreintérieur

0.32 mm* 0.25 UM

Epaisseur 0.25 um
Injecteur 250°C
Détecteur 260°C

Four 200 C° (4C°/mn)

Quantitéinjectée

0.8ul

Vitesse du papier

0.5cm/ mn
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Analyse en chromatographie en phase gazeuse

Les analyses des EMAG ont éé rédisées a l'aide dun appareil de
chromatographie en phase gazeuse (Chrompack CP 9002) équipé d'un détecteur a
ionisation de flamme (FID). Environ 0,8 pL ont été injectés en mode GC-split a
travers une colonne capillaire Cp-Sil 8 CB (5%Phenyl+ 95%dimethylpolysiloxane)
caractérisée par un diametre interne de 0,32 mm et une épaisseur du film de 0.25 ym
(Tableau 6). La température du four et de I'injecteur ont été fixées a 200 et 250°C,
respectivement. L'azote a été utilisé comme gaz porteur avec un débit de 1 ml/min.
LesEMAG ont été détectés al'aide d'un détecteur aionisation de flamme (FID) réglé
a260°C. L'identification des acides gras a été effectuée en comparant leurs temps de

rétention a ceux des composes de référence standard.

1.6. Déermination du profil en triglycérides

La détermination des triglycérides par chromatographie en phase liquide (LC) a été
réaisée selon la méthode décrite dans le reglement CEE/2568/91 de la Commission
Economique Européenne (CEE, 1991). Laséparation destriglycéridesest tresdifficile aréaliser
par latechnique de CPG a cause de leur polarité qui est tréssimilaire. A cet égard, 0,5 g d'huile
d'olive ont été dilués dans 10 ml d'acétone (p/v), puis 0,5 pL de la solution ont étéinjectés dans
un systeme de chromatographie liquide a haute performance (HPLC) (Agilent 1200) équipé
d'une colonne RP- 18 (Merck, Allemagne ; 250 x 4 mm de diamétre interne x 4 um).

La phase mobile utilisée était un gradient isocratique d'acétone/acétonitrile (63.6 :36.4,
v/v) avec un débit de 1,2 ml/min. La pression a été réglée a 2 bars et |la température a 35° C.
Ains, lesdifférentstriglycérides de I’huile d’olive ont été séparés selon leur nombre de carbone
equivaent (NEC), qui est intimement lié alalongueur de la chaine et au degré d’insaturation

des acides gras porté par le triglycéride.

1.7. Analyse destocophérols

La composition en tocophérols individuels (a-, B-, y- and 8- tocophérol) a été déterminée
au moyen de la technique chromatographique HPLC, décrite par Kdseoglu et a. (2016).

,,,,,,
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porasil (250 x 4,6 mm de diamétre interne x 5 um). Le volume d'injection de 20 pL a été éué
dans une phase mobile hexane/2-propanol (99 :1, v/v) avec un débit de 1 ml/min et une
température de 25° C. L’identification des différents tocophérols a été réalisée au moyen d’un
détecteur a barrette photodiodes (DAD) a été réglé sur une longueur d'onde de 292 nm. Les

valeurs obtenues ont été exprimés en mg de tocophérol par kilogramme d'huile.

1.8. Teneur en chlorophylles et caroténoides

La teneur en chlorophylles et en caroténoides a été mesurée selon la méthode de
spectrophotométrie décrite par Minguez-Mosguera et a. (1991). Brievement, 7,5 g de
I'échantillon testé ont été dissous dans 25 ml de cyclohexane, puisle mélange aété analysé avec
un spectrophotometre UV-VISréglé a670 et 470 nm, qui sont |es maximums d'absorption des
chlorophylles et des caroténoides, respectivement. La teneur en chlorophylles a été calculée
comme Sil sagissait delatotalité de la phéophytine "a", connue comme lafraction majeure des
chlorophylles, en utilisant les valeurs des coefficients d'extinction spécifiques de cette fraction
EO= 613. La concentration en caroténoides a été calculée également en fonction de son
composant principal, la lutéine, avec son coefficient d'extinction spécifique EO= 2000. Les

teneurs en pigments ont été déterminées al'aide de la formule suivante:
Chlorophylles (mgpheophyun 2 1Kg) = (A~ 10°%) / (E,~ 100 ~ d)
Caroténoides (MY, /ka) = (A, 10°) / (E,” 100 ~ d)

« A » est |'absorbance et « d » est |'épaisseur de la cellule du spectrophotométre (10 mm).

1.9. Stabilité oxydative par Rancimat

La stabilité oxydative des huiles d’olive extra vierges provenant de la variété Chemlal
et Azeradj a été évaluée par le biais d’un appareil Rancimat 743 (Metrohm Ltd., Herisau,
Suede). Une quantité d’huile de 4g est soumise en continu a un flux d’air de 20 litres /heure et
a une température constante de 120° C. L’indice de stabilité oxydative (temps d’induction) lié
a I’apparition des produits d’oxydation secondaire est mesuré en permanence avec la
conductivité électrique de I’appareil. Les valeurs de stabilité oxydative (SO) ont éte exprimées

en unité de temps (heure).
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1.10. Analyse statistique

Les données récoltées dans cette étude ont été analysées avec le logiciel statistique
MINITAB 19 (MINITAB, USA). Letest devariance ANOV A aété utilisé afin d'évaluer |'effet
du facteur « Date de récolte », « Altitude » et « Cultivar » sur les caractéristiques de I’huile et
des olives de la variété Chemlal et Azerad]. Les différences significatives (<0,05) entre les
moyennes ont été déterminées par une ANOV A a un facteur, appuyées par un test post-hoc de
Fisher (LSD) afin de définir les différents groupes homogenes existants. Afin d’évaluer les
effets directs de chagque facteur et des interactions possibles, I'analyse de nos données a été
renforcée par le test de modéle linéaire général, intégrant un pourcentage de contribution pour
chaque facteur éudié. Enfin, une analyse en composantes principales (ACP) a été réalisée sur
les échantillons des deux variétés, en prenant la composition en acides gras et en triglycérides

comme variabl es discriminantes.
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2. Résaultats et discussions
2.1. Indicede maturité

L'olive pendant la véraison (septembre-février) passe par différents stades de coloration
allant du vert au noir, en passant par le violet. L'indice de maturité développé par la station
expé&rimentale Venta del Llano de Mengibar (Jaén, Espagne) est I'indice le plus utilisé pour
évaluer quantitativement I'état de maturité des olives. 1l est également un critére indispensable
pour ladétermination deladate optimale derécolte (COI, 2011). L’ indice de maturité des olives
a éé évalué apres chague campagne de récolte. Les résultats obtenus montrent une
augmentation linéaire de I'indice de maturité (du 25 novembre au 25 décembre) chez les deux

cultivars (Figure 26).
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Figure 26 : Indices de maturité des olives du cultivar Chemlal et Azeradi
Test ANOVA : altitude (P=0,00) ; maturité (P=0,00).
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Ce phénomene visuel est di aux changements dans les rapports de pigmentation des
chlorophylles, des caroténoides et des anthocyanes qui se produisent a l'intérieur de la drupe
pendant |es phases de maturation, générant une succession de couleurs d'olive alant du vert, du

violet au noir (Roca and Minguez, 2001).

Les fruits de Chemlal sont caractérisés par des degrés de maturité plus avancés par
rapport aceux des cultivars Azeradj. Les olives de Chemlal ont ainsi atteint |e stade de maturité
noire avec un indice de maturité supérieur a4 lors de la derniere date de récolte, et ce dansles
différents sites. Une différence tres hautement significative (P<0.01) a été observée entre les
deux cultivars, ce qui peut suggérer que le cultivar Chemlal a une maturité plus précoce que
Azeradj. Selon Baccouri et al. (2008), la maturation précoce ou tardive du fruit de certaines
cultivars d’olivier est principalement due a l'influence du facteur génétique sur le processus de
maturation. Par ailleurs, les données présentées dans la figure 26 montrent que le changement
d'atitude de la zone de culture a une influence non significative (P>0.05) sur le processus de
maturation des deux cultivars. Cela montre clairement que la maturation des olives est plus

dépendante du cultivar que de I’altitude des vergers oléicoles.

2.2. Paramétresdu fruit

L'éude pomologique du fruit, a travers les différentes mesures morphométriques des
olives, permet de classer laproduction des différentes cultivars d'olivier en fonction notamment
du volume du fruit, en différentes destinations : olive de table, huile d'olive ou a double fin
(COl, 1997). Les analyses morphométriques permettent également de suivre I'évolution de la

croissance des olives au cours de la maturation.

Les mesures effectuées sur lesfruitsrécoltés dans les différentes zones de culture (figure
27) ont révélé que les oliviers cultivés & une dtitude de 490 m, produisent des olives
caractérisées par une diminution du poids sec et frais. Les poids moyens de ces derniéres dans
le verger d'Ait-khellili, sont de 0,75 g et 1,12 g pour le cultivar Chemlal et de 1,18 g et 2,22 g
pour Azeradj, respectivement ; ce sont les valeurs les plus basses (moyenne de toutes les dates
de récolte) enregistrées pour les deux cultivars. En revanche, les olives récoltées a 110 m
d'atitude étaient caractérisées par un pourcentage élevé de la pulpe et un rapport pul pe/noyau
(P/N) de 4,43 et 7,15 observeés respectivement dans les cultivars Chemlal et Azeradj. Des

résultats similaires ont été trouves par Di Vaio et a. (2013) sur les cultivars endémiques du sud
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del'ltalie. Cette différence dans la croissance des fruits provenant de haute et basse atitude est

probablement due a une meilleure nutrition des oliviers cultivés dans les plaines.
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Figure 27: Poids des olives selon al’altitude et la période de récolte.
Noyau (jaune), pulpe (violet). Les différences significatives (p <0,05), a-c se référent al'effet variétal et v-x al'effet
du temps de récolte

En outre, le cultivar Azeradj se distingue par ses caractéristiques pomologiques

supérieures a celles du cultivar Chemlal, notamment en termes de poids sec et frais du fruit.
Ces derniers varient respectivement de 2,31 g a 4,25 g et de 1,35 g a 2,39 g pour les deux
cultivars. L’étude de Al-Maaitah et a. (2009) a montré des résultats similaires sur larelation
entre le poids et le cultivar du fruit. Lerapport P/N éevé (= 5,31) desfruitsdu cultivar Azeradj

permet de la classer dans la catégorie d’olive a double fin, ce qui coincide avec laclassification

de I’Institut technique d’arboriculture fruitiere (ITAF, 2012).
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Les données recueillies sur les fruits des cultivars Chemlal et Azeradj (Figure 27) ont
montré une augmentation |égére mais significative du poids du fruit, du ratio pulpe/ noyau et
du pourcentage de la pul pe, au fur et a mesure de lamaturation. En outre, le poids sec desfruits
a augmente de plus de 10 % (du 25 novembre au 25 décembre), accompagné notamment d'une
|égére augmentation du pourcentage de chair, avec une croissance de pres de 5 % par rapport
aux fruits de la récolte initiale. Ces observations sont en accord avec les résultats trouvés par
Desouky et al. (2009) sur les cultivars turcs. Selon les résultats illustrés dans la figure 28, les
fruits aun stade avancé de maturation (CT4, AT4, CA4) ont tendance a perdre leur poidsfrais;
ceci est probablement dO a la perte d'humidité de I'olive et/ou a la chute des fruits lourds
survenant dans la phase finale de maturation (Mailer et al., 2007).
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Figure 28 : Pourcentage de la matiére séche des olives des deux cultivars.
Significativité des résultats : altitude (P=0,00) ; maturité (P=0,10).

D'autre part, le pourcentage d'eau déduit des résultats obtenus a partir delamatiére seche
du fruit a présenté un niveau élevé > 50% au niveau de la premiére date de récolte (D1) et tend
a diminuer dans les fruits pendant la période de maturation. Des résultats similaires ont éé
observés par Yorulmaz et a. (2013) sur le cultivar Edremit. Par ailleurs, I'augmentation du
poids sec des fruits confirme que I'olive continue son développement durant la période de
maturation (figure 28).
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2.3. Indicesde qualité

Les résultats obtenus sur les parameétres de qualité de base (la figure 29) sur I’acidité
(A%), I’indice de peroxyde (IP) et I'extinction spécifique (K232 et K270) ont été largement
inférieurs aux limites établies par le COI (2019). Ces valeurs positives permettent de classer
tous les échantillons dans la catégorie des huiles d'olive vierge extra (HOVE). De plus, les
faibles valeurs de ces paramétres de qualité peuvent étre tres déterminantes pour la durée de
conservation de I'huile d'olive pendant le stockage ; en réduisant I’initiation a I’oxydation de
ses huiles (Fadda et al., 2012).
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Figure 29: Teneur en acidité libre et en peroxyde des échantillons analysés.
Test ANOVA pour I'acidité: altitude (P=0,00) ; maturité (P=0,01). Test ANOVA pour I'IP: altitude (P=0,001) ; maturité
(P=0,00).

Notre anayse des données recueillies sur les différentes atitudes et cultivars a révélé
gue le pourcentage d'acides gras libres est trés faible et proche de 0,10 % au niveau des
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premiéres récoltes, et tend & Saccumuler |égérement mais de maniére continue au cours de la
maturation pour atteindre le niveau maximal de 0,13 % a0,20 % lors de laderniére récolte (25
décembre). L'augmentation de I’acidité est probablement liée a I'activité enzymatique
exponentielle des lipases au cours du processus de maturation des olives (Martinez-Suarez,
1973). Les variations de la teneur en acides gras libres se sont révél ées significatives (P<0,05)
et concordent avec les résultats d'autres auteurs (Desouky et al., 2009 ; Bengana et al., 2013).
En outre, les huiles obtenues au niveau des hautes collines d'Ait-Khellili (échantillons CA et
AA) ont montré des niveaux légerement plus élevés en acides gras libres, en particulier I'huile
du cultivar Azeradj, avec 0,20 % d'acide oléique libre. L'altitude semble augmenter
significativement (P<0,05) le taux d'hydrolyse des lipides dans les deux cultivars. Cependant,
Ouni et a. (2012) ont révélé I'effet inverse de I'altitude sur ce parametre.
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Figure 30: Teneur en K232 et K270 des huiles analysées.
Test ANOVA du K232: altitude (P=0,046) ; maturité (P=0,23). Test ANOVA du K270: altitude (P=0,049) ; maturité (P=0,02).
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Les valeurs de K232 et K270, reflétant respectivement les contenus des produits
d'oxydation primaires (diéne conjugué) et secondaires (aldéhydes, cétones), ont montré une
|égere diminution pendant la maturation des olives des deux cultivars. Leur comportement est
similaire aux résultats rapportés par Baccouri et al. (2008), notamment les valeurs minimales
enregistrées durant les dernieres dates de récolte. Cependant, ces variations dans les valeurs de
K232 et K270 ont ététrouvées non significatives (P=0,05) dansles huiles anal ysées. Cependant,
letest ANOVA arévéléun effet considérable (P=0,049 et P=0,046) de I'altitude sur lavariation
des produits d'oxydation primaire et secondaire, respectivement. En effet, les valeurs
maximales du coefficient d'extinction K232 et K270 sont enregistrées dans les huiles récoltées
dans I’oliveraie située a 490 m d'atitude. Leurs valeurs sont comprises entre 1,50 et 0,21 pour
Chemlal, et 1,49 et 0,16 pour Azerad.

D'apres les résultats répertoriés dans la figure 30, les valeurs d’indice de peroxyde ont
augmenté de maniere significative au cours de la maturation des olives des deux cultivars. Par
ailleurs, lesvaleursd’indice de peroxyde les plus élevés ont été enregistrés dansle verger d'Ait-
khellili avec des niveaux allant de 10,19 a 12,69 meq O2/kg dans les huiles de Chemlal et de
7,91 a 13,33 meq O2/kg dans les huiles d’ Azeradj. Ces valeurs sont significativement (P<0,05)
supérieurs aux valeurs observeées dans les huiles produites a basse atitude (110 m). Dag et al.
(2011) ont obtenu des résultats similaires et ont attribué cette tendance al'influence du caractere
variétal. Plusieurs éudes (Uceda et al., 1992 ; Freihat et al., 2008) ont lié les différents
changements observés dans les indices de peroxyde a la modification de I'activité de la
lipoxygénase survenant au cours du processus de maturité et au changement d'atitude de la

culture.

2.4. Composition en acides gras

Les principaux acides gras identifiés sont I’acide myristique (C14:0), pamitique
(C16:0), pamitoléique (C16:1), margarique (C17:0), stéarique (C18:0), oléique (C18:1),
linoléique (C18:2), linolénique (C18:3), arachidique (C20:0), gadol & que (C20:1) et béhénique
(C22:0). Dans tous les échantillons dHOVE, le profil des acides gras était dominé par |'acide
ol é que avec un pourcentage dépassant 61% des acides grastotaux. Deplus, lesteneursen acide
oléque varient de 69,90% a 74,05% et de 61,14 a 67,67% dans le cultivar Azerad] et Chemlal,

respectivement.
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Figure 31 : composition en acides gras majeurs des huiles de Chemlal et Azerad;.

En outre, les huiles du cultivar Azeradj sont plus riches en acide oléique (Figure 32),
comme le rapportent Douzane et a. (2012). Pendant la maturation des fruits, les variations de
quantité d'acide oléique se comportent différemment chez les deux cultivars. En effet, son
niveau le plus élevé a été observé aux premieres dates de récolte (D1, D2) chez Chemlal, puis
il diminue continuellement au fur et a mesure que les olives marissent. La teneur en acide

68



Partie expérimentale Chapitre IV : Résultats et discussions

oléique, dans les huiles d’ Azeradj, augmente au cours du processus de maturation pour atteindre
le niveau maximum lors des dernieres récoltes, mais suivi d'une |égére diminution dans certains
stades avancés de maturation (AT4 et AA4). Des tendances similaires ont été observées par
Zaringhalami et a. (2015).

Les résultats illustrés dans la figure 31 ont révélé que la teneur en acide linoléique, un
autre acide gras important de I'huile d'olive, a augmenté durant la période de maturation chez
les deux cultivars. Ainsi, une tendance opposee a été observée dans la teneur en acide oléique
et linoléique, ce qui a entrainé une diminution de leur rapport (oléque/linoléque) au cours de
lamaturation del'olive. Ce comportement peut étre d0 al'activité de I'enzyme ol éate desaturase
au cours du processus de maturation du fruit. Cette enzyme est connue pour transformer |'acide
oléique en acide linoléque (Gutiérrez et al., 1999, Baccouri et al., 2008).
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Figure 32 : profil en acides gras des huiles de Chemlal et Azerad.
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Lateneur en acide palmitique a montré une variation non significative (P=0,05) au cours
des différentes étapes de maturation. Cependant, une |égére diminution peut étre remarquée au
niveau de la derniére récolte D4, probablement due a un facteur de dilution (Baccouri et al.,
2008). Ce dernier, est généralement di a des teneurs stables en C16:0, accompagnées d’une
plus grande synthése d'autres acides gras.

Contrairement a la distribution de |'acide oléique dans les deux cultivars, les quantités
d'acide palmitique étaient plus élevées dans les huiles extraites du cultivar Chemlal que du
cultivar Azeradj, avec des variations de |'acide pal mitique allant de 13,12 a2 17,92% et de 8,63
a14,0%, respectivement. Nos résultats sont en accord avec |les observations de Boucheffa et al.
(2018) sur les cultivars algériens. Plusieurs études ont indiqué une forte influence du facteur
génetique sur I'évolution de la composition des acides gras de I’huile d’olive (Mailer et al.,
2007 ; Baccouri et al., 2008 ; Zaringhalami et al., 2015).

En termes de changements d'altitude, aucune variation claire n'a été observée pour les
acides oléique et pamitique. Cependant, I'effet de ce facteur est définitivement plus apparent
danslesvariations desratios oléque/linol éique et AGMI/AGPI. Les deux cultivars ont répondu
différemment a l'dtitude du verger. Ainsi, les valeurs les plus basses du rapport
oléique/linoléique (variant de 4,99 a 6,69) et AGMI/AGPI (variant de 4,78 a 6,35) ont été
enregistrées a basse atitude pour le cultivar Azeradj, alors que le cultivar Chemlal présentait
les niveaux les plus élevés de ces ratios. Selon d'autres études (Mailer et al., 2007 ; Freihat et
al., 2008), lacomposition en acide gras del'huile d'olive monovariétal e est largement influencée
par les conditions de culture. Grace alarichesse du cultivar Azeradj en acide oléque, |e rapport
AGPI/AGS sest avéré plus élevé chez ce cultivar et particulierement remarquable dans les
oliviers cultivés a basse altitude. Le niveau éleve du rapport AGPI/AGS est probablement lie a
I'activité del'ol éate désaturase qui augmente avec latempérature él evée présente abasse altitude
(Garcéset al., 1992).

2.5. Profil en triglycérides

La composition en triacylglycérols (TAG) (%) est considérée comme un marqueur
biochimique pour la classification des huiles d'olive monovariétales. La trioléine (OOO)
domine le profil en TAG dans tous les échantillons d'huile dolive, avec des taux allant
respectivement de 24 & 32% et de 31 442% dans les cultivars Chemlal et Azeradj. Des résultats
similaires ont été indiqués dans la littérature (Kdseoglu et al., 2016). En outre, les niveaux de

trioléine les plus élevés ont été obtenus a partir d'oliviers cultivés a I’dtitude de 320m.
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Cependant, des variations peu importantes (P=0,169) de la trioléine ont été trouveées a travers
les changements de maturation. Ces derniers sont probablement causés par des indices de
maturité proches (Sevim et al., 2017). En outre, Covas et a. (2009) soutiennent qu'une
alimentation riche en AGMI est corrélée a une faible incidence en maladies cardiovasculaires.
En effet, I'acide oléque ne possede qu'une seule double liaison, ce qui rend I'huile d'olive plus
résistante al'oxydation et contribue a salongue durée de conservation par rapport aux huiles de
graines (Owen et al., 2000).
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Figure 33 : Variations de la teneur des principaux triglycérides de I’huile des deux cultivars.
Significativité de la trioléine: altitude (P=0,00); maturité (P=0,169). Significativité du SOL+POQ: altitude (P=0,00); maturité
(P=0,00).

Le deuxiéme pic de triglycérides le plus important récupéré par le systéme HPLC
correspond au mélange de triacylglycérols SOL+POO. Ce dernier varie significativement (P<
0,05) dans les deux cultivars Chemlal et Azeradj, et oscille entre 19,24% et 24,59% et de
23,55% et 29,94 %, respectivement. Des résultats similaires ont été observés par Aranda et a.
(2004) sur la variété espagnole Cornicabra, dont la teneur en SOL+POO dépend notamment
des phases de maturation du fruit. En outre, nos résultats ont révélé une diminution significative
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(P<0,05) de cetriglycéride dans les huiles de Chemlal, au cours du processus de maturation. En

revanche, les huiles d’Azeradj ont montré une variation non conclusive.
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Figure 34: profil en triglycérides des huiles de Chemlal et Azerad;.
L, Linoleoyl; Ln, linolenoyl; O, oleoyl; P, palmitoyl; Po, palmitoleyl; S, stearoyl.

Par ailleurs, d’autre TAG ont été trouvés a un taux trés faible (< 1 %) dans les
échantillons, telsqueLLL, PPP, SLS, PLLn, etlasommedeLOLnN + PoLL. Cesderniersvarient
largement d'un facteur a un l'autre (figure 34).
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2.6. Teneur en chlorophylles et en caroténoides

Les chlorophylles et les caroténoides sont impliqués dans la coloration et I'activité anti-
oxydante de I'huile d'olive. Cependant, les chlorophylles ont tendance a se transformer en pro-
oxydants au contact de la lumiére (Minguez et al. 1991).
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Figure 35 : Teneurs en chlorophylles et en caroténoides des différents échantillons d’huile.
Les différences significatives (p <0,05), a-c se réferent a |'effet variétal et v-x a I'effet du temps de récolte.
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Les résultats obtenus montrent que les quantités de pigments les plus élevées ont éé
enregistrées au début du processus de maturation (figure 35), avec un niveau maximal observé
au niveau de ladeuxieme date de récolte correspondant aux échantillons CT2, AT2, CB2, AB2,
CA2 et AA2 (5 décembre). Ensuite, I'activité photosynthétique diminue continuellement au
cours de la maturation, entrainant une diminution progressive des concentrations en
chlorophylles et en caroténoides, pour atteindre les niveaux les plus bas a la derniére date de
récolte. Ces pigments sont continuellement remplacés par des anthocyanes alafin du processus
de maturation (Roca et Minguez, 2001).

L'analyse statistique arévélé un effet négligeable (P=0,797) du cultivar sur lateneur en
pigments. Cependant, leurs quantités sont significativement (P < 0,05) affectées par les
changements d'dtitude. Ainsi, de faibles teneurs ont été observées dans les huiles issues des
oliveraies de basse altitude (Tizi-Ouzou). Cette altitude est caractérisée par de faibles quantités
de chlorophylles (1,69 et 1,63mg/kg) et de caroténoides (1,22 et 1,35 mg/kg) ; dont lamoyenne
a été calculée sur tous les échantillons d'huile Chemlal et Azeradj provenant de cette localité,

respectivement. Cesreésultats sont en accord avec ceux de l'étude réalisée par Ouni et al. (2012).

2.7. Composition en tocophérols

Les tocophérols de I’huile d’olive sont de puissants antioxydants naturels, et un des plus

importants inhibiteurs de I’auto-oxydation et de la photo-oxydation (Mateos et a., 2003).

L'analyse HPLC de la composition en vitamine E (tableau 7) a permis d’identifier I'a-
tocophérol comme I'isomére prédominant dans les échantillons d'huile d'olive, dépassant les
85% des tocophérols totaux. Des résultats similaires ont été observés dans d'autres travaux de
recherche sur I’huile d’olive (Baccouri et al., 2008 ; Kdseoglu et al., 2016). Par ailleurs, les
deux cultivars ont montré une évolution différente des teneurs en tocophérols au cours du
processus de maturation. En effet, des valeurs élevées ont été particuliérement observées dans
les huiles d’olive issues de la premiere date de récolte du cultivar Azeradj. Ces valeurs ont
fortement diminué pour atteindre un niveau plus bas a la fin du mois de décembre (AT4, AB4
et AA4).

A l'inverse, les variations de ces substances lipophiles dans les huiles du cultivar
Chemlal ont été caractérisées par une augmentation linéaire au cours de la maturation des
olives, marquée par une diminution considérable a la fin de la récolte. Ce qui est
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particulierement intéressant a souligner dans le cas des atitudes de 110 m et 320 m, ou les
guantités en tocophérols totaux passent de 237,98mg/kg a 197,18 mg/kg et de 228,6 mg/kg a
199,9 mg/kg chez les deux cultivars, respectivement. Baccouri et a. (2008) et Yorulmaz et al.

(2013) ont enregistré la méme tendance alors qu'ils travaillaient sur des cultivars différents.

Tableau 7 : Teneur en tocophérols individuels et totaux de I’huile d’olive.

Altitude  Samples  a- Tocopheroal B- Tocopherol  y-Tocopherol  &-Tocopherol  Tocopherols
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg totaux

110 m CT1 201.53 + 3462V 0.00+0.00%" 0.00 +0.00%v 7.70+0.233 209.23 + 3.22%V
CT2 227.87 +10.38%"™ 0,00 + 0.00% 0.00+0.00%"  7.63+0.25%" 2355+ 10.63%
CT3 228.42 + 0.27 W 0.00 + 0.00%¥ 1.10 + 1.28bw 8.46 + 0.18%Y 237.98 £ 1.72%V
CT4 189.27 + 0.12% 0.00 + 0.00%¥ 0.00 + 0.005w 7.91+0.35% 197.18 + 0.23 %V
AT1 235.06 + 0.86® 5.39+0.44% 9.38+0.06% 11.85 + 1.923 261.67 +2.28%V
AT2 189.64 + 2.47®w 3.87+£0.13% 513+ 1.250wW 1262+ 1.12% 211.26 £ 2.22%V
AT3 166.57 + 0.67 W 0.70+0.04%¥ 2.44 +0.395W 9.34+0.65%" 179.05 + 0.40®
AT4 19343+ 0.09®"  1.37+0.26% 5.99 +0.17"% 9.76 +0.20%" 21055+ 0.20%V

320m CB1 184.38 + 7.76%v 0.00+0.00%v 1.25+0.24® 8.33+1.02% 193.96 + 8,545V
CB2 210.44+1.29"™ 0,00+ 0.00°V 595+ 0.09%"™W  4.84+5.14°5 22123+ 6.53""
CB3 217.28 + 7.05WW 1.03 + 1455V 4.90+3.99%W 540+ 5,085 228.60 + 14.67%
CB4 185.71 + 1.31%% 0.00 + 0.00% 651+114®%  7.69+0.10°" 199.90 + 0.27%"
AB1 317.95+12.96°”  0.00+0.00"" 15.93+0.52%" 897 +0.46°" 342.84 + 13.02°V
AB2 124.81 + 0,915 0.00+0.00%v 0.00+0.00%w 820+ 0.13% 133.00 + 1.05%v
AB3 145.99 +2.81°" 0,00+ 0.00% 0.00+0.00%"™ 824 +0.21% 154.23 + 3.03%"
AB4 148.28 + 3.24°w 0.00 + 0.00% 0.00+0.00%" 8,63+ 0.22% 156.41 + 3.73%"

490 m CAl 182.89 + 0.53* 0.00+0.00%v 1.66 +0.48% 9.21+0.08%¥ 193.76 £ 0.93%"
CA2 187.17 + 455%™ 0.00+0.00%v 2.35+0.13*" 8.95+0.02% 198.48 + 4.40%Y
CA3 196.05 + 6.68%" .00+ 0.00% 525+509%"  916+0.32% 210.45 + 1.91%V
CA4 211.93 £ 2.073% 0.00+0.00%v 1.19+0.02%" 8.54 +0.28%Y 221.65+1.78%"
AAl 43354 +3.42% 0.87+0.82%v 20.77 £ 1.58% 10.03 + 0.13% 465.21 + 5.69%"
AA2 358.25+ 1.523"  0.00+0.00°" 16.99+1.05%" 9,19+ 0.08% 384.42 + 0.39%"
AA3 314.31 £ 4.67%™ 0.00+0.00%v 13.02+0.18*"  10.14+1.44% 337.46 £ 3.423%Y
AA4 124.93 + 2.40%" 0.00+0.00%v 0.59 £ 0.24%% 8.70+0.17% 134.22 + 2.33%

Moyennes + écart-type. #¢ différentes | ettres dans|améme colonneindiquent des différences significatives (p <0,05) concernant I'effet Altitude

; V> différentes lettres dans la méme colonne indiquent des différences significatives (p <0,05) concernant |'effet Date de récolte.

Par ailleurs, les deux cultivars se comportent différemment en réponse a l'effet de
['dltitude, comme observé sur les paramétres éudiés précédemment. En effet, les quantités
d'apha et de tocophérols totaux augmentent progressivement chez le cultivar Azeradj avec
['éévation du verger, observable sur leurs valeurs maximales enregistrés dans les différentes
zones de culture : entre 235,06 et 261,67 mg/Kg a110 m, entre 317,95 et 342,84 mg/Kg a 320
m, et un pic de 433,54 et 464,21 mg/Kg a 490 m d'dtitude. Des résultats plus proches ont été
rapportés par Dabbou et a. (2009). En revanche, un effet inverse a été observe avec le cultivar
Chemlal, notamment par les faibles teneurs en apha tocophérol (211,93 mg/Kg) et en
tocophérols totaux (221,65 mg/K g) constatées a l'atitude de 490 m.
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Les - tocophérols ont été trouvés a l'état de traces dans tous les échantillons d'huile,
sauf pour les huiles obtenues a partir du cultivar Azeradj dans le verger situé a Tizi-Ouzou. De
plus, une concentration plus élevée en y- et 6- tocophérols a été observée dans I'huile extraite
du cultivar Azeradj. Beltran et al. (2010) ont trouvé des quantités similaires dans lacomposition
des tocophérols et ont établi une forte relation entre la variation des tocophérols et le facteur
génétique.

2.8. Stabilité oxydative

La stabilité oxydative de I'huile d'olive est liée directement aux changements de la
qualité et de la quantité de ses différents antioxydants naturels et aux variations de sa fraction
lipidique (Baccouri et al., 2008 ; Bengana et al., 2013).

Chemlal
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Figure 36: Stabilité oxydative des différents échantillons d'huile.
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Les vaeurs de stabilité oxydative (enregistrées dans la figure 36) montrent une
corrélation positive (r=0,419 et r= 0,414 ; P < 0,001) avec la variation de la teneur en apha
tocophérol et tocophérols totaux dans les échantillons dHOVE, respectivement. Ainsi, les
faibles valeurs de la stabilité oxydative, enregistrées ala derniere date de récolte (D4), peuvent
étre expliquées par la baisse importante de la teneur en tocophérols, observée dans les
échantillons récoltés a cette période pour les deux cultivars. Des résultats similaires ont été
mentionnés dans de nombreuses études (Baccouri et al., 2008 ; Benganaet al., 2013 ; Y orulmaz
et al., 2013).

Selon les résultats présentés dans la figure 36, les moyennes de la stabilité oxydative
varient positivement avec |'altitude du verger, la stabilité passant de 4,71 h a4,99 h puisa 5,04
h dans les huiles de Chemlal et de 4,07 h a 5,64 h puis 25,82 h dans les huiles d’Azeradj. Des
résultats similaires ont été révélés par Ouni et al. (2012), qui ont relié la meilleure stabilité de
I'huile d'olive produite en haute altitude a un niveau é evé d'acides gras mono-insaturés (AGMI)

dans ces huiles.

D'autre part, une légére différence peut étre remarquée entre les deux cultivars,
notamment par une meilleure résistance a l'oxydation des huiles d'Azeradj récoltées aux
altitudes 320 et 490 m. Ce comportement est probablement di alateneur en acide oléque plus
élevée des huiles d’Azeradj par rapport aux huiles de Chemlal, ce qui rejoint les observations
rapportées par Boucheffa et a. (2018).

2.9. Analyse en composante principale

Les profils en acides gras et en triacylglycérols sont connus comme des marqueurs
importants dans la classification et |a caractérisation des huiles d’olive vierges (Abdallah et al .,
2016 ; Sevim et al., 2017). De maniére concordante, la meilleure discrimination a été obtenue
avec une ACP rédlisée sur la combinaison des deux profils lipidiques, comme révélé par
Ollivier et a. (2006). Les résultats indiquent que les deux facteurs principaux représentent 62,6
% delavariance totale (F1: 43,1 %, F2: 19,5 %).
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Figure 37: Anayse en composante principale (ACP).

Graphe des observations (a); graphe des variables (b). Les échantillons d’huile d’Azeradj ont été regroupés en
trois sous-groupes principaux (110m (+), 320 (=) et 479 (o)) selon le changement d'altitude ; Les échantillons
d'huile de Chemlal ont été triés en quatre sous-groupes principavix (25/11/2017 (v), 05/12/2017 (<), 15/12/2017 (»)
et 25/12/2017 (- )) en fonction de I’avancement de |a date de récolte.

Les résultats de I'ACP, présentés dans la figure 37, divisent les différents échantillons

d'HOVE en deux groupes principaux en fonction du premier axe de I'ACP (PC-1). Le premier

groupe rassembl e les huiles d'olive extraites du cultivar Chemlal, qui sont caractérisées par un
plus grand niveau de POP, PoOP, POIn, PLL, somme de PLO+ SLL, acide palmitique et acide

pa mitolégue. Quant au deuxiéme groupe, il est composé des huiles d’Azeradj triées selon leur

richesse en OO0, SO0, acide oléque et acide stéarique. Ainsi, on peut noter que chaque acide
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gras a été corrélé avec son triglycéride respectif, et que la distribution des variables a confirmé
ladifférence de composition lipidique observée entre les deux cultivars (Figure 31).

Le graphe des observations (figure 37a) a montré que les points représentant les deux
cultivars (Azeradj a gauche et Chemlal a droite) sont largement répartis du bas vers le haut du
graphique de I'ACP. Le deuxieme axe de I'ACP (PC-2) était positivement corrélé avec les
variables C18:2, C18:3, LLL, OLL, LOO+ PLnP, et négativement avec les triacylglycérols
SLS, PoOO et SLO+POO, et les rapports AGMI/AGPI et Oléique/Linoléique. Il convient de
souligner que ces variables ont montré un pourcentage élevé de contribution des facteurs
altitude, maturité et/ou de leur interaction avec les cultivars ("Cultivar x Altitude”" et "Cultivar

X Maturité"), comme le montrent les données illustrées dans la figure 31.

D'apres le graphique des variables (figure 37b), il n'y a pas de relation réelle entre les
variables C18:2 et C18:3 d'un cité, et les triacylglycérols SLO+POO, PoOO, et les rapports
AGMI/AGPI et Oleique/Linoleique de l'autre coté; en raison de la perpendicularité des
vecteurs portant ces variables. En superposant les graphiques des variables et des observations,
on peut remarquer que les échantillons AT1, AT2, AT3, et AT4 regroupés dans le quadrant
supérieur gauche sont plus concentrés en C18:3, LOO+ PLNP, et opposés aux échantillons ABL,
AB3, AB4, et AA3 dans le quadrant inférieur gauche, qui se distinguent par leurs ratios
AGMI/AGPI et oléique/linoléque élevés. Dans la partie droite du graphique des observations,
les échantillons CB1, CA4, et CA3 de Chemlal, riches en C18:2 et OLL, sopposent aux
échantillons CT1, CAL, CB1, et CT2, qui sont corrélés aun taux éevé de SLO+ POO et PoOO.
Ces résultats sont cohérents avec |'observation effectuée sur les données de triglycérides

mentionnés précédemment.

En outre, la PC-2 de I'ACP a permis de répartir les échantillons en différents sous-
groupes, en fonction du comportement specifique des variables caractérisant chaque cultivar.
D'un c6té, les échantillons d’Azeradj ont été divisés en trois sous-groupes en fonction de leur
origine géographique, indiquant que les huiles d'olive récoltées a basse dtitude sont plus
concentrées en LOO+ PLNP et en acide linolénique. D'autre part, les échantillons de Chemlal
ont également été divisés, de bas en haut du graphique de I'ACP, en quatre sous-groupes
distincts, mais cette fois-ci en fonction de I'évolution de leurs stades de maturation. Cela a été
rendu possible gréce a la teneur élevée de Chemlal en certains acides gras et triacylglycérols
gui sont sensibles aux changements de la maturation, tels que I'acide linoléique, LLL, OLL,

PoOO et SLO+POO. Ces résultats ont montré que les comportements métaboliques de ces
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cultivars éaient différents en termes de certains parameétres de composition a travers les
changements d'altitude et de maturation.

2.10. Influence des facteurs étudiés sur la composition de I’huile

L'étude de Montedoro et al (1989), sur les facteurs déterminant les caractéristiques de
gualité de I'huile d'olive, a montré que le facteur variétal et le degré de maturité des olives
affectent la composition de I’huile a un taux de 20% et 30%, respectivement. L'analyse du
modele linéaire genéral a été effectuée sur les différents parametres étudiés (Tableau 8). Les
résultats ont montré que le facteur variétal est le plus influant des facteurs étudiés, avec
notamment un taux de contribution moyen de 29% sur les paramétres analysés, suivi par la
maturité et I’altitude a hauteur de 14% et 11%, respectivement. En outre, chaque facteur semble
contribuer de maniere distincte et spécifique a chague parametre éudié. Ains, les résultats
repris dans le tableau 8, ont montré que la composition de la fraction majeure (acides gras et
triglycérides) de I'huile d'olive est plus sensible aux variations du facteur génétique, qu'aux
autres facteurs (une contribution moyenne de 54% sur ces paramétres). En revanche, lafraction
mineure de I'huile (caractérise principalement par des substances antioxydantes) est davantage
influencée par le degré de maturité des olives, et ce avec un taux de 19%. Tandis que I'atitude
du verger et le facteur génétique contribuent respectivement a hauteur de 16% et 7%.

La progression dans la maturité des olives a généralement un effet négatif sur lateneur
en antioxydants et |es paramétres de qualité de I'huile d'olive (Dag et al ., et 2011; Huang et al .,
et 2020). La maturité des olives a eu une contribution majeure dans la variation des parameétres
de qualité tels que I’acidité (43,07%), I’indice de peroxyde (25,32%), le K232 (13,32%) €t le
K270 (15,79%), de méme pour lateneur en chlorophylle (42,22%), en caroténoide (39,33%) et
en o-tocophérols (17,11%) des huiles d’olive extraites. Cependant, |a teneur en tocophérols
individuels et particulierement a-Tocophérol (le plus dominant dans I’HOVE) a été influencée
de maniere beaucoup plus importante par I’interaction existante entre chaque cultivar et la

maturation du fruit, et ce a hauteur de 22%.
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Les résultats obtenus avec le modéle linéaire général ont également montré que le
facteur atitude avait un effet non négligeable sur la composition de I'huile d'olive. En effet, sa
contribution a été de 19% sur les indices de qualité, de 22% sur les pigments et de 14% sur la
teneur en tocophérols de I’huile d’olive. Par ailleurs, I'influence de ce facteur, sur certains
parameétres, a été particulierement dépendante du cultivar de l'olivier. Ces cas ont été observés
dans l'interaction "Cultivar x Altitude”, qui a montré un effet significatif et spécifique sur la
guantité de I’acide linoléique et lesratios Oléique /linoléque et AGMI /AGPI de I’huile d’olive
(avec un taux de contribution de 38,88%, 30,25% et 31,65%, respectivement). Par consequent,
cesrésultats peuvent aussi expliquer ladistribution des huiles du cultivar Azeradj dansle graphe
des observations, de I’analyse en composantes principales (figure 37).
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1. Maté&rie et méhodes

Cette éude vise a comprendre l'influence de la ressource génétique sur les
caractéristiques des huiles d'olive vierges. Elle se concentre également sur I’évaluation de la
contribution du processus de maturation aux variations de différents paramétres de qualité, tels
gue la composition en sécoiridoides, la teneur en antioxydants naturels et le profil en acides
gras, des variétés d'olives sauvages et cultivées. Cette partie a été réalisee avec la collaboration

de plusieurs laboratoires de recherche :

- Laboratoire de production et de sauvegarde des especes menacées et des récoltes,
Département de Biologie, université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou (UMMTO),
Tizi-Ouzou, Algérie.

- Division de larecherche sur les technol ogies agroalimentaires, Institut National de
Recherche Agronomique d'Algérie (INRAA), El Harrach, Alger, Algérie

- Ingtitut de chimie organique et anaytique, Université d'Orléans, Centre National de la
Recherche Scientifique (CNRS), Orléans, France.

- Laboratoire de I’institut technique d’arboriculture fruitiere (ITAF) de Sidi-Aiche,

Beaia, Algérie.

1.1. Echantillonnage

Les huiles d'olive ont été obtenues a partir de deux cultivars d'olive endémiques
d’Algérie, Chemlal (C) et Limli (L), cultivés dans la région semi-aride de Bouira, au centre-
nord de I'Algérie (figure 38). L'huile d'ol éastre a été obtenue a partir de la population d'oliviers
sauvages (Olea europaea L. ssp. Oleastre (O)) de la méme région. La récolte a été réalisee
durant la campagne oléicole 2018/2019, sur une période d'un mois répartie sur quatre dates de
récolte (H) et espacées de dix jours entre elles (H1:25 novembre ; H2:5 décembre ; H3:15
décembre ; H4:25 décembre). Les échantillons d'olives ont été récoltés manuellement puis
nettoyés avec soin, en respectant la méthode d'échantillonnage décrite par le Conseil Oléicole
International (COI, 2011).
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Figure 38: Carte de la zone d'échantillonnage.

1.2. Extraction a I’Oléodoseur

Le transport des olives a été effectué dans des caisses en plastique aérées. L'extraction
del'huile d'olive a été réalisée (24h apres larécolte) avec un mini-moulin a huile a deux phases
(Oléodoseur). Brievement, les fruits ont été écraseés a I'aide d'un broyeur a marteaux équipé
d'une grille perforée (trous de 0,8 mm de diametre). La pate homogene a été transférée dans des
récipients inoxydables non hermétiques et agitée a l'aide de palettes rotatives pendant 35
minutes & 25° C. La séparation des phases (huile, grignon humide) a é&té réalisée al'aide d'une
centrifugeuse vertical e réglée a 3000 tr/min, pendant 3 min. Enfin, les échantillonsd'huilefiltrés
ont été stockés dans des flacons en verre opaque (al'abri delalumiére et del'oxydation del'air)

et aune température de 4°C jusqu'aleur analyse.

1.3. Indicede maturité desfruits

L'estimation du degré de maturité a été basée sur I'observation visuelle des couleurs du
meésocarpe et de I'épicarpe de I'olive, I'indice de maturité (IM) a été déterminé par la formule
décrite par le Conseil oléicole international (COI, 2011). Plus de détails ont été fournis dans la
partie précédente.

84



Partie expérimentale Chapitre V : Matériel et méthodes

1.4. Analyses des parametres de qualité de I’huile d’olive

La progression de I'hydrolyse des triglycérides dans I'huile d'olive, exprimée en
pourcentage d'acide oléique libre (%), a été déterminée selon la procédure de I'Organisation
Internationale de Normalisation (1ISO 660, 2009). Selon les protocoles du Consell oléicole
international (COI., 2015, 2016), le niveau d'oxydation a é&é évalué en mesurant I'indice de
peroxyde (1P) spécifique aux hydroperoxides et |esindices de spectrophotométrie K232 et K270

pour les produits primaires et secondaires d'oxydation.

1.5. Analyse du profil en acidesgras

Le profil en acides gras des échantillons d'huile d'olive a été déterminé a I'aide d'un
systeme Chrompack CP 9002 équipé d'une colonne Agilent Cp-Sil 8 CB (30 m de long, 0,25
mm de diamétre interne) (5% phényl+ 95% diméthyl polysiloxane). Les esters méthyliques
d'acides gras (FAMES) ont éé préparés par la méthode de transestérification a froid selon la
procédure chromatographique définie par le reglement CEE 2568/91 (CEE, 1991). Ensuite, 0,8
I de solution ont été injectés sous une température constante de 250°C. Latempérature du four
a augmenté progressivement de 150C° a 200°C, a savoir 4°C/min. L'azote a été utilisé comme
gaz porteur avec des débits de Iml/min. Les EMAG ont é&é détectées a I’aide d’un détecteur a
ionisation de flamme (FID) réglé a 250°C. L’identification des différents acides gras a été

effectuée en comparant leurs temps de rétention avec ceux des composés de référence standard.

1.6. Déter mination des pigments

La teneur en chlorophylles et en caroténoides a été mesurée selon la méthode de
spectrophotométrie décrite par Minguez-Mosguera et al. (1991), détaillée précédemment. Les
résultats indiqués sont basés sur le poids de I'huile et exprimés ainsi en mg/kg d'huile d'olive.

1.7. Extraction dela fraction phénolique

L'étape d'extraction a été réalisée selon la méthode du Conseil oléicole international
(COQl, 2017), avec une modification mineure. Dans des tubes centrifuges de 20 ml, 2 grammes

d'huile d'olive vierge ont éé mélangés avec 1 ml d'acide syringique (utilise comme standard
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interne) ; ce dernier a é&é préparé dans un mélange méthanol/eau (80:20, v/v) avec une
concentration de 0,015 mg/ml. Aprés 30 secondes d'agitation du mélange (huile et acide
syringique) au vortex, 5ml de méthanol/eau (80:20, v/v) ont été gjoutés. Ensuite, le mélange a
passé 15 min dans un bain a ultrasons et 25 min dans une centrifugeuse a 5000 tr/min, sous une
température de 25°C.

Le solvant a été évaporé avec un courant d'azote jusgu'a évaporation totale, puis la
fraction polaire séchée a été reconstituée dans 1ml de méthanol/eau (80:20, v/v). En fin, les
extraits phénoliques ont été filtrés a travers des filtres PVDF de 0.45um, et réfrigérés jusgu'a

leur utilisation.

1.8. Analyse delafraction phénolique par UHPL C-DAD et UHPLC-HRM S

Les composés phénoliques ont été analysés a l'aide d'un systeme UHPLC Dionex
Ultimate 3000 (Thermo Scientific, USA), équipé d'une colonne polaire C18 Luna Omega (100
mm x 2,1 mm id ; particules de 1,6 pm), qui permet de diminuer le temps de séparation et
d'assurer une haute résolution. Un gradient binaire d'eau pure (A) et d'acétonitrile (B), acidifiés
préalablement avec de l'acide formique a 0,1 %, a constitué laphase mobile. Le débit aétéréglé
a0,4 mL/min et I'élution par gradient a été réalisée en 16 min comme suit : 10 % de B a0 min,
10 % a 35 % B pendant 5 min, 35 % a 60 % B pendant 2 min, isocratique a 60 % pendant 3
min, 60 a 80 % B pendant 4 min, et 80 a 100 % B pendant 2 min. Quatre minutes ont été
nécessaires pour I'équilibrage de la colonne entre chaque injection. Latempérature du four est
fixée a 25°C. Ensuite, 3 pL ont éé automatiquement déduits de chaque extrait filtré. La
détection a été effectuée avec le détecteur a photodiode (DAD) dans la gamme de 200 - 600
nm. Laplupart des composeés phénoliques des extraits de I’THOVE ont été observésalalongueur
d'onde de 280 nm. Les mémes conditions chromatographiques ont été utilisées pour I'analyse
UHPLC- HRMS.

L'identification des différents composés phénoliques a été réalisée sur un spectrometre
de masse maXis UHR-Q-TOF (Bruker, Bremen, Allemagne) en mode d'i oni sation négative par
électrospray (ESI). Latension capillaire aétéréglée a4,0 kV. Les débits de gaz de nébulisation
et de séchage (azote) ont étéréglésa 2,0 bars et 9,8 L/min, respectivement, et le gaz de séchage
a été chauffé a200°C. Les anayses ont été enregistrées a une fréquence d'acquisition de 2 Hz,
et la gamme de masse a été fixée de m/z 50 a 1650. Les données ont été traitées avec
DataAnalysis 4.4 (Bruker).
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1.9. Méthode de quantification des phénolsindividuels

La détermination des concentrations en composés phénoliques dans les extraits d'huile
dolive a été effectuée selon la procédure du Conseil oléicole international (2017). L'acide
syringique a été gjouté comme standard interne pendant la phase d'extraction, comme expliqué
précédemment. Les secoiridoides identifiés par UHPLC-HRMS ont été quantifiés en utilisant
lasomme des aires des pics chromatographi ques correspondants (récupérés par I'UHPLC-DAD
a280 nm) et I'aire du pic de l'é&alon interne. La quantité de sécoiridoides a été présentée en mg

de tyrosol équivalent /kg, comme suit :

(D) A)x1000 x RRF,,, xW,

syr/tyr syr. acid

Agyr.acid x W

IﬂrgTyrosoI equivalent / kg =

> A : total des aires de pic des phénolsindividuels détectés a280 nm ;

1000 : désigne le facteur nécessaire pour convertir lavaleur en mg/kg ;

RRFsyr/tyr : le coefficient de multiplication (RRFsyr/tyr= 4,74) pour exprimer le résultat en
équivalent tyrosol ;

A syr. Acid : lazone deI'éalon interne (acide syringique) détectée 4280 nm ;

W acide syr. : le poids de |'acide syringique (mg) ajouté comme étalon interne.

W : le poids (g) del'huile d'olive testée.

1.10. Déter mination des phénols totaux

La teneur en phénols totaux a été mesuré en utilisant la méthode modifiée décrite par
Singleton et Ross, (1965), basée sur la réduction de I|'acide phosphomolybdique-
phosphotungstique. Dans une microplagque simple a96 puits, 20 ul de chaque extrait phénolique
ont é&é transférés, avec 20 ul de réactif de Folin ciocalteau. Aprés 5 min d'attente, la coloration
de la réaction a été activée par 30 ul de la solution agueuse de carbonate de sodium a 20%.
Enfin, le mélange a été dilué avec 140 ul d'eau distillée. Par ailleurs, les mémes étapes ont été
réalisées pour préparer la courbe d'étalonnage de |'acide gallique, comprenant une gamme de
concentrationsde 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 et 0,5 mg/ml. Aprés une incubation a 25°C pendant

2 heures dans I'obscurité, toutes les préparations ont été lues sous un spectrophotométre a
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microplaques (Thermo scientific multiskan, USA) a 760 nm. En utilisant la courbe d'étalonnage
del'acide gallique, le contenu total en phénols a été quantifié en mg d'acide gallique/kg d'huile.

1.11. Détermination de I’activité antiradicalaire DPPH

La capacité antiradicalaire DPPH a été estimée en utilisant la méthode rapportée par
Tepeet a. (2005). 10 pl de chaque extrait d'huile d'olive et de la sol ution de calibrage de Trol ox
(2;08;05;025; 0,1 et 0,05 mg/ml) ont é&é complétés par 190 ul d'une solution de DPPH
(2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) concentrée a 0,15%, dans du méthanol. Apres 30 secondes
d'agitation, les mélanges ont éé incubés durant 30 min a 25°C. Au cours de cette éape, un
changement de couleur du violet foncé au jaune péle a éé observe, di a la réduction des
radicaux libres présents sous forme de DPPH, en particulier par le pouvoir antioxydant des
composés phénoliques. L'absorbance a été lue avec un spectrophotometre a microplaque dans
une longueur d’onde de 516 nm. Les valeurs de I’ activités de piégeage ont été exprimées en mg
d'équivaent de trolox/ml (mg TE/mlI).

Yolnhibition = {1—( A,/ Acua )} 100

Acontrol : €St le test de contrble qui a été mesuré pour |'absorbance du DPPH sans gout
d'échantillon.

1.12. Analyse chimiométrique

Les analyses statistiques ont été réalisées avec Minitab 19 (logiciel Minitab, USA). Un
test d'analyse de variance a un facteur (ANOVA) a été effectué sur les données relatives a
I'huile, suivi du test post-hoc de Tukey avec signification fixée a P<0,05. Une analyse avec le
model linéaire général a éé réalisée sur nos résultats afin d’estimer le pourcentage de
contribution de chague facteur sur les caractéristiques de I’HOVE. Pour une meilleure
discrimination et une meilleure visualisation de la variation des données, une analyse en

composantes principales (ACP) a éte réalisee sur les paramétres les plus importants de I'huile.
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2. Réaultats et discussions

2.1. Indicede maturité desolives

Au cours du processus de maturation, I'activité photosynthétique diminue
progressivement dans le fruit de l'olivier (Salvador et al., 2001), et sexprime par différentes
gammes de couleurs alant du vert au noir en passant par le violet, ce qui permet d'évaluer les
différents stades de maturation a travers I'indice de maturité (Conde et al., 2008 ; Dag et al.,
2011). Les valeurs les plus basses de I’indice de maturité ont été observées dans les olives
récoltées au cours de la premiére date de récolte (H1: 25 novembre), avec des indices de 2.30,
2.48 et 1.33 dans les variétés Chemlal, Limli et dans I’Oleastre, respectivement (figure 39).
Ainsi, lesfruits de I’Oléastre sont caractérisés par les indices de maturité les plusfaibles, alant
de 1,33 a 3,65 au cours de la maturation. Cette différence est due probablement a une maturité

tardive des fruits de la variété sauvage par rapport aux variétés cultivées.

Chemlal
T
5 | T 1 —@—Limli
—@— Oléastre
24 -
3 T
g L
o 3
o
1]
9
L
221
1 -
0 ; ; ; ;
H1 H2 H3 H4

Dates de récolte
Figure 39: Indice de maturité des différentes variétés éudiées.
Significativité des résultats : variété (P=0,00) ; maturité (P=0,00).

D'un autre c6té, un processus de maturation rapide a été observé dans les olives de
Chemlal, qui ont atteint un niveau de maturation avancé de 5,33 (olive noire) lorsde laderniere
récolte (H4). En outre, I'analyse des données a montré des différences significatives (P<0,05)
entre les variétés et confirme I'influence du facteur génétique sur le processus de maturité des

olives, comme Baccouri et al. (2008) I'ont signalé dans leur éude.
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2.2. Parametres de qualité de I’huile d’olive vierge

De maniéere générale, les différents parameétres de qualité montrent que les huiles d'olive

collectées dans différentes conditions d'échantillonnage (variété d'olive et maturation) ont été

classées en dessous de la limite par le COI (2019), pour I'acidité libre (< 0,8%), l'indice de
peroxyde (< 20 meqO2/kg), K232 (< 2,50) et K270 (< 0,22). Ainsi, tous les échantillons d'huile

ont été classés danslacatégorie. Ces résultats montrent que les huiles obtenues a partir d’olives

fraiches et saines, triturées dans de bonnes conditions, permet d’obtenir une huile d’olive vierge

extra (figure 40).
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Figure 40: Graphes des variations des différents paramétres de qualité.
Test ANOVA pour K232: altitude (P=0,001) ; maturité (P=0,079). Test ANOVA pour K270: altitude (P=0,012) ; maturité

(P=0,108).

L'analyse ANOVA a montré une influence significative (P< 0,05) de la composante

variétale sur les paramétres oxydatifs de I'huile d'olive. En effet, I'nuile d'Ol éastre a présenté de

faiblesvaleurs de spectrophotométrie UV, qui vont de 0,86 40,95 pour les produits d’oxydation

primaire (K232) et de 0,12 a0,19 pour les produits d'oxydation secondaire (K270). Ces valeurs
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se sont réveél ées plus élevées dans les cultivars Chemlal et Limli. Desrésultats similaires ont été
rapportés par Bouarroudj et a. (2016), notamment sur les huiles d'Oléastre. Lesfaiblesvaleurs
enregistréesdans les huiles d’oléastres sont probablement dues a la résistance des fruits de cette

variété a I’oxydation des acides gras.

Les données obtenues (figure 40) n'ont pas montré de variation significative (P= 0,05)
dans les parametres K232 et K270 au cours des changements de la maturité. Le pourcentage
d'acidité libre (A%) a montré une augmentation |égere mais significative (P<0,05) au cours du
processus de maturation, en particulier dans les cultivars Chemlal et Limli. Cependant, ces
valeurs restent en dessous de la limite de 0,8% pour les HOVE, méme dans les stades avancés
de maturité. L'augmentation de la teneur en acides gras libres est liée a I'augmentation de
I'activité des enzymes lipolytiques dans | e fruit pendant la phase de maturation (Baccouri et al.,
2008).

2.3. Composition en acides gras

La composition en acides gras peut étre exploitée comme un marqueur biochimique
pour laclassification et la détermination de |'origine variétal e et géographique de I'huile d'olive
(Turaet al., 2007 ; Douzane et al., 2012).

L'acide gras le plus abondant dans tous les échantillons dHOVE était I'acide oléique.
Ces résultats confirment que ce dernier est I’acide gras le plus dominant dans I’huile d’olive
(Tura et al., 2007 ; Baccouri et al., 2008). Pendant la maturation de I'olive, son pourcentage
varie entre 72,55 et 72,94% dans I’huile de Chemlal, entre 64,71 et 72,45% dans Limli et de
72,57 a74,18% dans!'huiled'ol éastre (Tableau 9). Les variations dans|ateneur en acide oléique
étaient hautement significatives entre les variétés étudiées (P=0,007) et non significatives en
termes de progression de la maturité (P> 0,05). Ces résultats sont trés similaires a d'autres
données obtenues sur des variétés algériennes (Bouarroud] et al., 2016 ; Djelloul et al., 2020).
Cependant, des val eurs maximal es d'acide ol éique ont été observées aladerniere date de récolte
(H4) danstoutes les variétés. Ce comportement peut indiquer que la synthese de I'acide ol éique
continue méme aux stades tardifs du processus de maturation, comme observé par d'autres
chercheurs (Beltran et al., 2004 ; Yorulmaz et al., 2013).
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Tableau 9: Composition en acides gras au cours de la maturité.

Variété Chemlal Limli Oléastre
Péit;t‘le H1 | H2 | H3 | H4 | H1 | H2 | H3 | H4 | H1 | H2 | H3 | H4
C16: 0 14.08 | 17.19 | 1250 | 13.47 | 18.30 | 16.60 | 14.76 | 12.47 | 14.40 | 13.55 | 14.69 | 13.16
. av av avw aw av av avw aw av av avw aw
c18: 1 7255|6831 | 71.43 | 7294 | 64.71 | 68.11 | 70.39 | 7245 | 72.57 | 73.30 | 71.18 | 74.18
. abv ab;v abv ab;v b;v b;v b;v b;v av av av av
) 823 | 935 | 1151 | 834 |11.48|10.21| 9.67 | 10.00| 7.79 | 820 | 8.96 | 9.05
C18:2 ab;v ab;v ab;v ab;v av av av av b;v b;v b;v b;v
Ci18:1/| 882 | 731 | 621 | 875 | 564 | 667 | 728 | 7.25 | 932 | 894 | 7.94 | 820
C18 2 abv ab;v abv ab;v b;v b;v b;v b;v av av av av
AGMI | 450 | 365 | 490 | 471 | 306 | 356 | 405 | 325 | 428 | 456 | 416 | 5.18
IAGS av av av av b;v b;v b;v b;v av av av av
AGMI | 843 | 730 | 6.07 | 838 | 547 | 657 | 693 | 6.86 | 853 | 826 | 741 | 7.60
/AG Pl abv ab;v abv ab;v b;v b;v b;v b;v av av av av

AGMI/AGPI, rapport acides gras mono-insaturés/acides gras polyinsaturés ; AGMI/AGPI, rapport acides gras mono-
insaturés/acides gras saturés. Des lettres différentes dans la méme ligne indiquent des différences significatives (p <0,05), ac
seréférent al'effet variétal et v-x al'effet du temps de récolte.

L e pourcentage du principal acide gras saturé - I'acide palmitique - dans les échantillons
d'HOVE, a montré un comportement différent entre les variétés pendant la maturation du fruit.
Ces teneurs spécifiques a chagque variété ont été observés par Dessouky et al. (2009) et
Rondanini et al. (2014). Par ailleurs, un taux élevé en acide palmitique a été observé au début
de lamaturation (H2 pour lavariété Chemlal et H1 chez Limli) ; et a été suivi d'une diminution
importante aux stades avancés de maturation. En revanche, les huiles d'Oléastre n'ont pas
présenté de variation claire (P=0,05) de cet acide gras au cours des différentes récoltes. De
nombreuses études (Baccouri et al., 2008 ; Dag et al., 2011), ont mis en relation labaisse de la
teneur en acide palmitique pendant les stades avancés de maturation al'effet de dilution, causé

par lastabilité du niveau d'acide palmitique et I’augmentation plus importante des autres acides
grasdans I’huile.

Les rapports oléque/linoléique, AGMI/AGS (acide gras mono-insaturé/acide gras
saturé) et AGMI/AGPI (acide gras mono-insaturé/acide gras poly-insatur€) sont liés a |'aspect
nutritionnel et alastabilité oxydative de I'huile d'olive (Beltran et al., 2004). Pendant les dates
derécolte H1, H2 et H3, I'huile de I'Oléastre a montré un rapport oléique/linoléique plus élevé
(9.32, 8.94 et 7.94, respectivement) par rapport alacomposition del'huile Chemlal et Limli aux
mémes périodes. Les valeurs du rapport AGMI/AGPI ont montré une différence significative

(P<0.05) entre les variétés. Ces caractéristiques peuvent conférer a I'huile d'olivier une plus
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grande stabilité et une plus longue durée de vie lors de son stockage (Beltran et al., 2004 ;
Zaringhalami et al., 2015).
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Figure 41 : Composition en acide gras des différentes variétés.
C16:0, pamitique ; C18:0, stéarique ; C16:1, palmitoléique ; C17:0, margarique ; C18:1, oléique ; C18:2, linoléique ; C18:3,
linolénique ; C20:0, arachidique ; C20:1, gadoléique ; C22:0, béhénique.
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En outre, les valeurs du rapport AGMI/AGS ont atteint leur maximum durant les stades
de maturation avancés du fruit, éant de 4,90 et 4,05 au cours de H3 dans les huiles issues des
cultivars Chemlal et Limli, et de 5,18 lors de la récolte H4 pour I'Oléastre. Ce comportement
peut étre associé ade faibles niveaux d'acides pamitiquesalafin delamaturation. Pour Beltran
et al. (2004), cette relation est due a I'augmentation de I'activité de I'enzyme B-ketoacyl-ACP
synthase Il (KASI1), qui induit I'allongement de la chaine de palmitoyl-ACP en stearoyl-ACP.

2.4. Teneur en pigments

Au cours du processus de maturation des olives, des changements importants se
produisent dans la teneur en pigments, qui affectent constamment la couleur, la saveur et la
capacité antioxydante de I'huile d'olive extraite (Dabbou et al., 2010). Au début de la récolte
des olives, un niveau élevé de chlorophylles et de caroténoides a été observé dans tous les
échantillonsd'huile (figure 42). Ces derniers ont été particulierement prononcés dans e cultivar
Limli, avec des quantités de 11,61 et 571 mg/kg trouvées dans les deux pigments,
respectivement. De nombreuses études ont relié cette variation significative observée entre les

variétés a I’'influence de la composante variétale sur la production de pigments (Desouky et
Haggag, 2009).

Au cours de la maturation des olives, les huiles d'olive ont montré une diminution
significative (P<0,05) et linéaire de la teneur en pigments, par une perte de plus de 50% des
chlorophylles totales et des caroténoides, enregistrée en fin décembre dans les huiles de Limli
et dOléastre. Cette diminution est probablement due alatransformation de la chlorophylle (a)
et (b) en phéophytine (a) et (b), qui provoque un changement dans la coloration de I'huile
d'olive, du vert au jaune. Ce dernier affecte directement les capacités antioxydantes des deux
pigments et particulierement I'activité pro-oxydante des chlorophylles (Baccouri et al., 2008 ;
Benganaet al., 2013).
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Figure 42: Teneur en pigment au cours la maturation.
Les différences significatives (p <0,05), a-c se réferent a |'effet variétal et v-x a I'effet du temps de récolte
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2.5. Teneur en phénolstotaux

La teneur en phénols totaux (PT) estimée par le réactif de Folin-Ciocalteu est connue
comme une technique de routine pour I’évaluation non sélective des principaux composes

phénoliques de I'huile d'olive.
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Figure 43: Teneur en phénols totaux.
Les différences significatives (p <0,05), a-c seréférent a I'effet variétal et v-x a I'effet du temps de récolte
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Les variations de la quantité de phénols totaux (figure 43) ont montré une tendance non
claire au cours du processus de maturation (P=0,05). Néanmoins, des diminutions linéaires
peuvent étre remarquées a travers la progression de maturation de H1 a H3 dans toutes les
variétés. Elles ont chuté respectivement de 183,57 a 150,11 mg AG /kg, del87,70 a 136,00 mg
AG /kg et de208,20 a 167,29 mg AG /kg dans les échantillons dHOVE de Chemlal, Limli et
Oléastre. Cette diminution est en accord avec les observations rapportées dans |'éude de
Zaringhalami et a. (2015). Cependant, dans les échantillons d'huile de Chemlal et d'Oléastre,
cette diminution a été suivie par une augmentation importante des composes phénoliques lors
de la derniére date de récolte (H4). Cette augmentation des PT peut étre le résultat de
I'accumulation d'autres phénols tels que les anthocyanes au stade avancé de la maturation
(Yorulmaz et al., 2013), qui ont également la capacité dinteragir avec le réactif de Folin-
Ciocalteu.

L'analyse de la variance sur les données des huiles a révélé une influence hautement
significative (P<0,001) du facteur variétal sur lateneur en polyphénols de I’huile d’olive. En
outre, les moyennes de lateneur en polyphénols ont été trouvées particuliérement élevées dans
les huilesd'Oléastre (moyenne des PT de H1 aH4 : 196,00 mg AG /kg) par rapport aux varietés
cultivées, Chemlal et Limli. D'autres travaux réalisés sur ces variétés (Bouarroud; et al., 2016)
sont en conformité avec nos résultats sur la teneur en phénols totaux. Selon Boucheffa et al.
(2018), larichesse en polyphénols des huiles d'oliviers sauvages est associée a une résistance
accrue aux conditions de stress hydrique de ses arbres. En effet, |e stress hydrique augmente
I'activité de I'enzyme phénylaanine-lyase, connue comme responsable de la biosynthése des

phénylpropanoides dans |a plante (Machado et al., 2013).

2.6. ldentification des sécoiridoides de I’huile d’olive par UHPLC-HRM S/M S

L a technique de chromatographie liquide couplée ala spectrométrie de masse (LC-MS)
est fréguemment utilisée dans la caractérisation et la détermination structurale des composés
phénoliques de I'HOVE, et notamment le mode dionisation négative (ESI) en raison de sa
grande sensibilité (Celano et al., 2018). L'analyse UHPLC- DAD et ESI-HRMS des extraits
phénoliques d’huile de la variété Chemlal, Limli et Oléastre a détecté 20 composés
secoiridoides (Figure 44).
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Figure 44: Chromatographes UHPL C des polyphénols de I’THOVE et les standards internes utilisés.
Tyrosol (@) et acide Syringique (b) detecté a 280 nm.

La composition en sécoiridoides de I’huile d’olive (Tableau 10) a éé principalement
caractérisée par plusieurs isomeres de |'oleuropéine aglycone (3,4-DHPEA-EA), de ligstroside
aglycone (p-HPEA-EA), de méthyl oleuropéine aglycone, mais aussi par différents dérivés de
I'oléocanthal, de I'oléacein et de I'acide éenolique. En accord avec les résultats obtenus par
Dierkes et a. (2012), au moins sept isomeres de I'oleuropéine aglycone et six isomeres de
ligstroside aglycone ont été identifiés. Selon les travaux de Cardoso et a. (2011), plusieurs
isomeres d'oleuropéine et de ligstroside sont également présents dans | es effluents des huileries
et ont expliqué cette découverte par différentes positions de glycosyl ation trouvées entre l'unité
de glucose et I'hydroxytyrosol et le tyrosol, respectivement. D'autres études menées sur des
extraits phénoliques d'huile d'olive ont révélé la présence de diastéréoisomeres/ isomeres
géométriques et de tautomeéres énoligues/diénoliques stables qui fournissent une confirmation
structurelle indirecte pour certains isomeres de I'oleuropéine aglycone (Abbattista et al., 2019,
2020).
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Tableau 10: Résultats HRMS-ESI des composeés sécoiridoides identifiés dans les échantillons d’huile

d’olive.
Peak Secoiridoid compounds RT lon Formula Meas. m/z m/z err
number [min] [ppm]
1 Acide élenolicque 4.43 C11H1306 241.071 241.072 0.7
2 Oleuropein aglycone: 5.71 C19H2108 377.125 377.124 -0.9
3 Oleuropein aglycone: 5.77 C19H2108 377.125 377.124 -0.9
4 Oleuropein aglycones 5.97 C19H2108 377.125 377.124 -0.9
5 Oléacein 6.57 C17H1906 319.119 319.119 -0.7
6 Ligstroside aglycone: 6.65 C19H2107 361.130 361.129 -1.1
7 Ligstroside aglycone: 6.68 C19H2107 361.130 361.129 -1.1
8 Ligstroside aglycones 6.91 C19H2107 361.130 361.129 -1.1
9 Oleuropein aglycones 7.00 C19H2108 377.124 377.124 -0.5
10 Diméthyl acétal of oléacein 7.12 C19H2507 365.161 365.161 -0.8
11 Oleuropein aglycones 7.23 C19H2108 377.124 377.124 -0.1
12 Ligstroside aglycones 7.27 C19H2107 361.130 361.129 -0.4
13 Méthyl oleuropein aglycone: 7.44 C20H2308 391.140 391.140 -0.8
14 Oleuropein aglycones 7.54 C19H2108 377.124 377.124 -0.8
15 Oleuropein aglycone; 7.68 C19H2108 377.124 377.124 -0.8
16 Ligstroside aglycones 7.74 C19H2107 361.130 361.129 -0.6
17 Diméthyl acétal of oléocanthal 7.79 C19H2506 349.166 349.166 -0.3
18 Méthyl oleuropein aglycone: 7.93 C20H2308 391.140 391.140 -0.4
19 Ligstroside aglycones 8.09 C19H2107 361.130 361.129 -0.7
20 Méthyl oleuropein aglycones 8.20 C20H2308 391.140 391.140 -0.9

L'identification des phénols individuels a été effectuée par HPLC-MS. Le temps de rétention relatif est calculé en

le comparant au temps de rétention de I'acide syringique.

L'analyse de la fraction sécoiridoidique (tableau 10) a indiqué la présence de
I'oléocanthal et de |'oléacein dans les extraits dHOVE. Ces derniéres sont connues pour leurs
hautes activités biologiques et leur intérét nutritionnel (Lozano-Castellén et al., 2020).
Cependant, Les deux composés ont été trouve également sous forme acétal dans les extraits
analysés. La formation d'hemiacétal/acétal et dérivés se produit pendant la phase d'extraction
en raison de l'interaction du solvant protique (eau, méthanol) avec les deux sécoiridoides,
comme mentionné par Celano et a. (2018). Selon De Medina et a. (2017), la séparation LC
avec du méthanol acidifié est le promoteur potentiel de laformation d'acétals et dhémiacétals.

Ainsi, cesfractions ont été limitées par |'utilisation de I'acétonitrile comme phase mobile.
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2.7. Teneur en sécoiridoides

L es sécoiridoides constituent la fraction majeure des composés phénoliques de 'HOVE
(Hachicha Hbaieb et al., 2016 ; Celano et al., 2018). Leur contribution est liée aux qualités
organoleptiques (Dierkes et al., 2012) et a plusieurs propriétés thérapeutiques de I'huile d'olive

(Lozano-Castellon et al., 2020). Les données énumérées dans le tableau 11 ont révélé que la

guantité de sécoiridoides représente 60 a 90% du total des biophénols individuels des

échantillons dHOVE.

Tableau 11 : Teneur en sécoiridoides et biophénols totaux (Mg Tyrosol equivaen/Kg) des extraits d’HOVE.

Variété date Acide Oleuropé  Ligstroside Oléacein  Oléocan- Méthyl Total Biophénols
élenolique ine aglyconeet et dérivés thal oleuropéi-  sécairidoi Totaux
aglycone et isomeres et dérivés  neaglycon -des HPLC
isomeres
Chemlal H1 2188z 31.07+ 79.41 + 350+ 146+ 42.87 = 180.21+ 19954+
0.165V 3.27bv 7.68°V 0.72&v 0.99v 2.8V 14.965V 4.47 bV
Chemlal H2 8.77+ 30.82 110.20 = 4.68 + 4.68 + 10.03 = 169.20+ 188.24+
0.85w 6.955V 23.605V 1418 0.445v 7.31bv 26.90PwW  23.32bVv
Chemlal H3 457+ 12.18+ 2314+ 057+ 233+ 2272 % 65.50 £ 95.91
0.96w 1.08bv 5.25 bv 0.08aw 0.10%V 2.19bv 8.020wx 849 bw
Chemlal H4 477+ 1163+ 1513+ 0.33+ 260+ 18.94 5341+ 68.08 £
0.60°w 1.22bv 2.00 bV 0.04aw 0.175v 2.34bv 6.37 bx 1.32 bw
Limli H1 3732z 1992 + 50.38 + 196+ 1215+ 50.66 = 17239+ 190.17 +
1.93a 1.585Vv 4.98 &V 0.48Y 1.01&v 4.582v 14.38%V 10.88"°V
Limli H2 1525z 16.44 + 19.56 + 180+ 1051+ 58.93 £ 12249+  159.88+
1.63av 1.18bv 1.85¢Y 0.11av 1.04&v 5798 11.375w 15275V
Limli H3 1664z 16.45+ 20.27 = 164+ 10.96 £ 57.27 % 12323+ 161.83+
0.17aw 0.63%v 0.94 v 0.02aw 0.133 0.56%v 1.59bwx 1.556wW
Limli H4 6.99 + 15.67 + 1722+ 132+ 8.93+ 40.99 = 91.13+ 113.09 £
0.97aw 1.22bv 1.86%Y 0.09aw 0.623v 3.743 8.42 bx 4.66°W
Oleaster H1 8.10+ 3752+ 124.21 + 3.80+ 0.33+ 1111+ 18510+  205.23+
0.375V 8.20& 10.51& 0.623v 0.57¢ 0.89¢ 19.90&v 15.723
Oleaster H2 1225+ 28.88 + 124.10 + 214+ 0.00 + 12.29 17960+ 21790+
3.41b6w 4.953v 22.30%Y 0.46%Y 0.00¢v 1.68¢v 31.508W  34.00&Y
Oleaster H3 1217z 38.15+ 120.23 + 150+ 0.00 + 13.36 + 18541+ 21650+
0.495W 6.34Y 9.823v 0.483w 0.00¢v 0.51¢v 17.29awx 1750w
Oleaster H4 8.80 3295+ 110.13 159+ 0.00 + 9.09+ 16256+ 18548+
0.275w 1.28a 4,982 0.54aw 0.00¢v 0.18¢ 6.52 @ 5123w

Moyennet écart-type. Les lettres différentes dans|a méme ligne indiquent des différences significatives
(p <0,05), a-c se référent a l'effet variétal et v-x al'effet du temps de récolte.
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Les formes aglycones du ligstroside et de I'oleuropéine sont les sécoiridoides les plus
abondants dans|es échantillons d'huile. Selon d'autres recherches (Romero-Seguraet al ., 2012 ;
Pérez et al., 2014 ; Abbattista et al., 2020), elles sont générées par la déglycosylation
enzymatique du ligstroside et de |'oleuropéine (abondamment présents dans I'olive) pendant les
phases de traitement et d'extraction de I'huile. Comme pour les phénols totaux, la concentration
des sécoiridoides individuels est influencée par différents facteurs environnementaux
(Hachicha Hbaieb et al., 2016 ; Djelloul et al., 2020). Ainsi, les huiles d'Oléastre étaient
caractérisées par une quantité plus é evée de 3,4-DHPEA-EA (28,88-37,52mg/kg), de p-HPEA-
EA (110,13-124,21mg/kg), de sécoiridoides totaux (162,56-185,41mg/kg) et de biophénols
totaux (185,48- 217,9mg/kg) que les huiles de variétés cultivées. Selon Pérez et a. (2014), la
composante génétique est I'un des principaux facteurs qui fagonnent |a composition phénolique
de I'nuile d'olive monovariétale. Ce résultat est en accord avec d'autres recherches sur les
variétés algériennes (Bouarroud; et al., 2016 ; Boucheffaet al., 2018).

Par ailleurs, les huiles extraites des cultivars Chemlal et Limli ont montré un niveau
élevé d'acide élénolique, d'oléocantha et de méthyl oleuropéine aglycone. Le test ANOVA a
confirmé l'influence significative (P< 0,05) du facteur génétique sur la composition des
secoiridoides de I'HOVE. En ce qui concerne le processus de maturation, la majorité des
secoiridoides individuels et totaux ont présenté une diminution significative et similaire (P<
0,05), notamment par une faible teneur enregistrée ala derniére date de récolte. Des variations
similaires ont été observées dans d'autres recherches (Bouarroudj et al., 2016). Des faibles
teneurs en sécoiridoides et en biophénols totaux peuvent influencer négativement la stabilité
oxydative et la qualité organoleptique de I’huile d’olive vierge (Servili et al., 2004 ; Abbattista
et al., 2020)

2.8. Activité anti-radicalaire et capacité antioxydante

La capacité antioxydante dépend de la composition et de la quantité des composés
bioactifs (phénoliques et non phénoliques) dans les HOVE, qui sont considérablement
influencés par les variations du facteur variétal et |amaturation desolives (Laincer et al., 2014 ;
Zaringhalami et al., 2015). Ainsi, des différences tres hautement significatives (P<0,001) ont
été observees entre les variétés (figure 45). Selon les résultats rapportés par Bouarroudj et al.

(2016), les extraits d'Oléastre se sont distingués des extraits d’huiles d’olive cultivées par une
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forte capacité antioxydante, qui reste plus stable et plus élevée méme au cours des stades de
maturation avanceés. Cela a été confirmeée par des taux alant de 89,93% a 74,66%, de 79,84%
a24,17% et de 61,95% a 18,39% dans les échantillons d'huile d'Oléastre, Chemlal et Limli,

respectivement.
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Figure 45 : Histogrammes montant I’activité antioxydante des extraits d’huile d’olive.
Les différences significatives (p <0,05), a-c seréférent a I'effet variétal et v-x a I'effet du temps de récolte
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En outre, I’activité antiradicalaire des extraits diminuent significativement (P<0,001)
tout au long du processus de maturation. Les résultats obtenus ont montré une chute de plus de
30% de la capacité de piegeage des radicaux DPPH dans les extraits dHOVE de Chemlal et
Limli, et de pres de 18% dans les extraits d'Oléastre, lors la derniére date de récolte. Tout
comme pour d'autres recherches (Rotondi et al., 2004 ; Baccouri et al., 2008 ; Bouarroud] et
al., 2016), la teneur en sécoiridoides et en biophénols totaux a été corrélée positivement (r? =
0.777,0.722, p< 0.05, respectivement) avec les variations de |'activité antioxydante des extraits
d’HOVE durant |e processus de maturation (Annexe 4). Ceci indique clairement que les extraits
d’huile provenant des récoltes les plus précoces ont la meilleure activité contre les radicaux
libres et le radical DPPH. La consommation d'HOVE plus riche en antioxydants naturels est
davantage recommandée afin de limiter I'incidence des maladies cardiovasculaires (Silenzi et
al., 2020).

2.9. Résultats de |'analyse chimiométrique

L'analyse en composantes principales (ACP) a été réalisée sur les parameétres les plus
importants de I'huile afin de définir les interactions possibles entre les différents échantillons
d'HOVE et les principales corrélations entre les variables. Les résultats de I'ACP (Figure 46)
montrent que 61,5% de la variance totale a été expliquée par la premiere composante (PC1) et

la deuxiéme composante (PC2), qui représentent respectivement 35,2 et 26,3% de la variance.

Lesvariablesqui contribuent le plusalapremiéere composante sont C18:1, C18:1/C18:2,
AGMI/AGS, AGMI/AGPI, TPC, OA, LA (corrélées positivement) ; et K232, C18:2, OLEO,
MOA (corrélées négativement). La plupart des variables restantes, C16:0, Ch, Ca, OLEA, EA,
TSC, TBP, DPPH% sont corrélées négativement avec la deuxiéme composante PC2, a
I'exception de C18:1 et acidité libre (FFA), qui sont liés positivement. Le graphique des
observations (figure 46a) sépare les différents échantillons d'huile, selon PC1, en deux groupes
distincts. Le graphe des observations montre que les huiles d'Oléastre ont été regroupées dans
le quadrant droit du graphe, distinguées par des variables positivement corrélées avec PCL,

proj etées également dans le coté droit du graphe de variables.
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Figure 46 : Analyse PCA sur les paramétres les plus importants de I'huile d'olive.

A : Distribution des échantillons d'huile en fonction des variables adoptées, B : Distribution vectorielle des variables.
OA: Oleuropéine Aglycone, LA : Ligstroside Aglycone, OLEA : Oleocanthal, OLEA : Oleacein, MOA : Méthyl oleuropein
aglycon, EA : Acide Elenolic, TSEC : Tota secoiridoids, TBP : Total Biophenols HPLC, FFA : Acidité, Ch : Chlorophylles

Ca: Caroténoides, TPC : Phénols totaux.
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D'autre part, les échantillons de Limli sont regroupés dans la moitié gauche du graphe
des observations, qui sont superposés avec les variables négatives (K232, C18:2, OLEO,
MOA...) du graphe des variables. En outre, lafigure 46 amontré une séparation non claire pour
les échantillons de Chemlal, cesderniers sont distribués entreles groupesde Limli et d’Ol éastre.
Ce comportement particulier, fourni par la variation spécifique de la composition d'huile de
Chemlal, peut-étre di au processus de maturation rapide desfruits de cette variété ; ceci entraine
une importante modification dans plusieurs composés de I'huile. Par conséquent, un écart
important a été observe entre les échantillons de récoltes précoces H1 et H2 et ceux des récoltes
H3 et H4 pour la variété Chemlal en termes de contenu en sécoiridoides tels que I'oléacein,

I'oleuropéine aglycone et le ligstroside aglycone (Tableau 11).

Un autre point intéressant qui pourrait étre soulevé concerne les acides gras
monoinsaturés qui semblent étre responsables de la localisation des huiles d'Oléastre a des
valeurs PC1 élevées, aors que les acides gras saturés sont particulierement présents dans les
échantillons de Limli. Ces observations sont en accord avec les données sur les acides gras du
tableau 9. Encore une fois, les échantillons de Chemlal sont clairement différents des autres
variétés, les acides gras saturés alongue chaine étant plus importants lors de la récolte tardive.
Enrésumé, PC1 apermisderépartir les échantillons d'huile en fonction de leurs caractéristiques

variétaes.

La deuxiéme plus grande variation de I’ACP (PC2) a permis de distribuer les
échantillons d'huile en fonction de leur date de récolte. Ainsi, les points C1, C2, L1, O1
représentant |es dates de récolte précoce sont groupés dans le quadrant inférieur de I'ACP, qui
se caractérise par un niveau élevé de sécoiridoides totaux, de biophénols et une meilleure
activité antioxydante. D'autre part, L3, L4, C3, C4 et O4, qui représentent les derniéres dates
de récolte, sont projetés dans le quadrant supérieur, marqué par des niveaux plus faibles dans
les variables précédentes. Les résultats obtenus a partir de I'analyse ACP sont en accord avec
les observations précédemment rapportées sur les parameétres étudiés et offrent une vision plus
précise de lacontribution des facteurs de variété et de maturité ala caractérisation et alaqualité

de'huile d'olive.
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2.10. Contribution desfacteurs étudiés aux car actéristiques de I’huile d’olive

Gréce a une simple extraction mécanique et sans recours a des solvants, I'huile d'olive
vierge est enrichie d'une large gamme de composés naturels et bioactifs. En revanche, cette
richesse est particulierement conditionnée par les caractéristiques du fruit et la méthode
d'extraction utilisée. On constate ainsi que la composition de I'huile d’olive est largement
influencée par de nombreux facteurs situés en amont et en aval de la chaine de production
(Beltrén et al.,2010 ; Gharbi et al.,2015).

L 'anal yse statistique des facteurs éudiés (I'effet de lavariété et delamaturité desolives),
effectuée a travers le test du modéle linéaire général a montré que le facteur variétal et la
maturité, ont un impact majeur sur les caractéristiques physico-chimiques des huiles d'olive
analysées ; et ce avec un pourcentage de contribution moyen de 41% et 29%, respectivement.
Ces résultats sont trés similaires a ceux obtenus dans la premiére partie (chapitre 1V), et
confirment que le facteur variétal exerce une plus grande influence sur la composition et la
gualité de I'huile d'olive. De méme, les facteurs étudiés ont un effet spécifique sur chague
paramétre analysé. Ainsi, le profil en acide gras de I’huile se trouve en général plus influencé
par la variété d’olivier (40, 38%), alors que la maturité contribue avec un taux de 18,33%.

Par ailleurs, I'acide palmitique (acide gras saturé) a été plus affecté par la maturité des
fruits (41,01%) que par lavariété (14,43%). L'effet de |la maturité sur certains paramétres a été
plus important que celui observé dans la premiere partie, consacrée au cultivar Chemlal et
Azeradj (tableau 8). Cette différence est due probablement & une maturation 8% plus rapide des
olives, en comparant les olives cultivées dans la zone semi-arides de Bouira (Chapitre V) par
rapport acelles de lazone humide de Tizi-Ouzou (Chapitre | V). En effet, des températures plus
élevées lors de la phase de véraison ont tendance a accélérer le processus de maturation des
olives(Vaio et al., 2013). Grace a I’influence de ces parameétres environnementaux, I'hydrolyse
des acides gras dans le fruit a été davantage affectée par le processus de maturation. Ce dernier
contribue a environ 50% de la variation de I'acidité dans les huiles extraites. De méme, les
indices d’oxydation primaire et secondaire de I’huile d’olive ont été influencés de maniére
considérable par les facteurs éudiés. La variété et la maturité ont eu respectivement un
pourcentage de contribution de 55,76% et 32,46% sur I’indice de peroxyde (IP), 48,25% et
28,20% sur le K232 et de 34,34% et 25, 65% sur le K270.
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Les températures un peu plus élevées de cette région ont di probablement favoriser le
phénomene d’hydrolyse et d’oxydation d’acides gras dans I’olive (Mailer et al., 2010 ; Aiachi
Mezghani et al., 2019). Ainsi, des valeurs plus éevées de ces paramétres (enregistrées dans la
région semi-aride de Bouira) ont certainement contribué a une meilleure estimation de I'effet

variétal et du processus de maturation par le test statistique appliqué.

D’autre part, le facteur variétal et le degré de maturité ont contribué de maniere distincte
aux variations des composes phénoliques et antioxydants de I’huile. La composante variétale a
ainsi un pourcentage de contribution considérable sur certains composés, tels que la teneur en
oléocanthal (OLEO : 94,63%), en méthyl oleuropéine aglycone (MOA: 81,53%), en ligstroside
aglycone (OA : 69,02%), et en oleuropéine aglycone (OA : 53,36%). Par contre, le processus
de maturité a influencé de maniére plus importante la quantité en pigments (Chlorophylles
(81,49%) et caroténoides (56,21%), en oléaceine (OLEA :47,64%), en acide élenolique (EA:
41,89%), en sécoiridoides totaux (TSec: 37,49%), et en biophénols totaux (TBP :37,16%) des
huiles analysées. Les données obtenues montrent que les teneurs globales en pigments, en
secoiridoides et en biophénols ont été fortement dépendantes du changement de la maturité des
olives. En revanche, leur profil (notamment celui des sécoiridoides) a présenté une sensibilité

spécifique et distincte aux deux facteurs étudiés.
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Conclusion générale et per spectives

Ce travail de recherche sur I'un des principaux apports aimentaires du régime
meéditerranéen a permis de mieux comprendre I'effet des changements de la source génétique,
de I’altitude et de la maturation des fruits sur laqualité de I'huile d'olive vierge. L'influence des
facteurs étudiés a été observée dans les différences considérables entre les échantillons d'huile
en termes d'indices de qualité (acidité, peroxyde, K232 et K270), de teneur en pigments, de
profil en acides gras, de composition en triglycérides, de contenu phénolique et d'activité
antioxydante. Par ailleurs, la premiére partie de notre recherche amontré que le facteur variétal
a une plus grande influence sur les caractéristiques de I'huile d'olive, avec un pourcentage de
contribution de 29%, suivi de I’altitude et de la maturité a hauteur de 11% et 14%,

respectivement.

Les données pomologiques ont révélé une grande variabilité phénotypique dans les
olives provenant des cultivars Chemlal (1.35- 2.390g) et Azeradj (2.31- 4.25g), influencée
notamment par |'altitude en exprimant leur plein potentiel génétique abasse altitude. Ce dernier
est di probablement a une meilleure alimentation des arbres cultivés dans les plaines. En outre,
le suivi du poids sec des fruits au cours de la maturation a montré que les olives continuent leur
dével oppement durant cette période, avec une augmentation moyenne de pres de 7% durant la
période de fin-novembre a fin-décembre (un mois).

En terme de qualité de I’huile d’olive, toutes les huiles extraites présentaient desindices
de qualité conformes aux normes établies pour la catégorie d’huile d'olive vierge extra. Ceci
montre clairement que la trituration (dans de bonnes conditions) d'olives fraiches et saines
permet d'obtenir une huile d'olive vierge extra, dont les parametres d'acidité et d'oxydation ne
dépassent pas les fourchettes établies (A%< 0.8%, K232 < 2.50 et K270< 0.22).

Laquantité de pigments et de tocophérols, considérés comme des antioxydants naturels
de I'huile d'olive, a montré une corréation significative avec |'atitude de la zone de culture et
particulierement avec le processus de maturation. Une diminution remarquable a été observee
durant les stades avanceés de la maturité des olives, distinguée par une perte d’environ 43% des
pigments et 30% des tocophérols. En outre, les faibles teneurs en tocophérols ont influencé
négativement la stabilité oxydative de I'huile d'olive. La courte durée de vie des échantillons,
récoltés a un stade de maturation avance et a basse atitude, est due a leurs faibles teneurs en

acides gras mono-insatures, en pigments et particulierement en tocophérols.
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L es données obtenues sur la composition en acides gras et en triacylglycérols ont révélé
gue chague cultivar est caractérisé par un profil lipidique distinct, et que cette composition
particuliere a une sensibilité différente aux facteurs éudiés. En effet, I'acide oléique et son
triglycéride respectif (trioléne) ont été les composeés les plus dominants dans I’huile d’olive,
avec des teneurs dlant de 61,14% a 74,07% et de 24% a 42%, respectivement. Ces derniers
sont les composés qui ont le plus réagi avec le facteur variétal. Alors que certains parametres,
telsque lesratios AGMI/AGPI et oléquel/linol éque ont montré une sensibilité plusimportante
aux changements de I’altitude des oliveraies. Par ailleurs, I'effet du processus de maturation a
été plus observé dans les variations de la composition en acide linoléique et en triglycérides
OLL et SLO+ POO.

Concernant la variation de la teneur en sécoiridoides et des caractéristiques chimiques
de I'huile d'olive des variétés cultivées et sauvages, les résultats obtenus ont montré que les
extraits d'huiles d'olive sauvages étaient caractérises par des niveaux plus éevés en composes
bioactifs. Ainsi, les extraits phénoliques des huiles issues de cette variété ont une forte capacité
de piégeage des radicaux libres, qui peut atteindre 89,93%. Ces qualités sont probablement dues
a l'adaptation exceptionnelle de I’Oléastre aux conditions environnementales arides. Par
ailleurs, les dates de récolte tardives ont montré un effet négatif sur laqualité del'huile d'olive,
reflété par une diminution significative dans la teneur en pigments, en phénols totaux, en

secoiridoides et de I'activité antioxydante.

La variation de la capacité antioxydante des extraits d'huile d’olive a été fortement
corrélée avec leur contenu en composés phénoliques, en particulier la fraction sécoiridoidique
qui représente environ 60-90% des biophénols totaux d’huile d’olive. La composition de cette
fraction a éé dominée par un profil riche en plusieurs isoméeres d'oleuropéine aglycone et de
ligstroside aglycone. Ces derniers sont détectés par une méthode rapide et efficace qui repose
sur I'UHPLC-DAD, le mode d'ionisation négative par électrospray (ESI) et du spectrométre de
masse UHR-Q-TOF. La forme aglycone de |'oleuropéine et le ligstroside représentent plus de

60% du total des sécoiridoides dans les variétés cultivées et sauvages.

L'approche chimiométrique, par une analyse en composante principale (ACP), apermis
une meilleure visualisation de lavariation des différents composés del'huile d'olive, en fonction
des facteurs étudiés. Selon cette analyse, les sécoiridoides, la composition en acides gras et le
profil en triglycérides ont été les composantes les plus contributives a la discrimination entre
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les échantillons d'huile. Cette analyse a également montré que le facteur variétal est le facteur

le plus influant sur la composition de I’huile d’olive vierge.

L es résultats obtenus dans notre étude confirment que le facteur génétique et |le moment
delarécolte des olives sont des facteurs majeurs dans la détermination de la qualité desHOVE.
Avec la progression de la maturité des olives, on observe une succession de changements
significatifs dans le contenu de la fraction mineure (polyphénols, tocophérols, pigments, etc.),
plus que dans la fraction majeure de I'huile d'olive (acides gras et triglycérides). Cette fraction
dépend davantage du facteur génétique, qui contribue a 51% de sa variation. Ces changements
affectent directement la stabilité oxydative et la qualité nutritionnelle de I'huile d'olive extraite.
Par ailleurs, les changements de I’altitude du verger ont un effet non négligeable sur la
composition de I'huile d'olive. En effet, sa contribution a éé de 19% sur les indices de qualite,
de 22% sur les pigments et de 14% sur la teneur en tocophérols de I’huile d’olive.

En outre, on constate que la composition, lipidique et non-lipidique, de I’huile d’olive
est étroitement dépendante de l'interaction de I’olivier avec le facteur géographique et les
conditions climatiques. Ainsi, le choix de la variété d’olivier, soit dans I’installation des
nouveaux vergers ou dans lalabélisation des huiles produites au niveau de larégion de Kabylie
et dans d’autres localités, doit s’appuyer sur la réponse des différents cultivars aux conditions
climatiques et géographiques, spécifigues a chague région. Par conséquent, les huiles d'olive
produites dans les différentes régions du pays nécessiteront une éude en termes de richesse en

antioxydants naturels et de qualité nutritionnelle.

Lesrecherches futures devraient également se pencher sur I'étude des huiles des d'autres
cultivars algériens et leur interaction avec les différentes conditions climatiques du pays. Une
enquéte pourrait se faire ains sur les nouvelles plantations d'oliviers, réalisées dans les
différentes régions d'Algérie. En particulier, les nouvelles oliveraies du Sud, qui sont
caracteérisés par le cultivar Chemlal, en observant notamment le comportement de ces derniers

dans le climat trés particulier de cette zone.

Enfin, il est intéressant de poursuivre d'autres analyses sur les variétés étudiées, en
caractérisant davantage la composition de I'huile d'olive, particulierement son profil en
COmposes terpéniques, phytostérols et volatils. 1l est également intéressant de comprendre
I'impact des différents composeés sur la qualité nutritionnelle et thérapeutique des HOVE,

notamment par des anal yses complémentaires sur leurs activités biologiques.
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Annexe 1 : Courbe étalon d’acide gallique des phénols totaux.

Courbe étalon éqg Ac gallique
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Annexe 2 : courbe éalon du Trolox pour I'activité antiradicalaire DPPH.
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Annexe 3 : Chromatogrammes UHPLC pour les extraits phénoliques d’huile
d’olive vierge du cultivar Chemlal.
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Annexe 4 : Chromatogrammes UHPLC pour les extraits phénoliques d’huile
d’olive vierge du cultivar Limli.
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Annexe 5 : Chromatogrammes UHPLC pour les extraits phénoliques d’huile
d’olive vierge de la variété Oléastre.
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Annexe 6 : Matrice de corrélation de Pearson des composés secoiridoides et
pourcentage d'inhibition (DPPH%).

DPPH% OA LA OLEO  OLEA MOA EA TSEC
OA 0,793

LA 0,869 0,933

OLEO 0,583  -0,557  -0,655

OLEA 0,653 0656 0,612  -0,099

MOA 0,549  -0,506  -0,673 0,8  -0,126

EA 0,150 0,035 -0,031 0516 0,175 0,586

TSEC 0,777 0877 0,840 -0,227 0,714 -0,176 0,445

TBP 0722 0838 0814 -0206 0,650 -0,136 0,429 0,981

Letest de corrélation a été effectué avec un niveau de confiance de 95%. OA : Oleuropéine Aglycone, LA : Ligstroside
Aglycone, OLEA : Oleocanthal, OLEA : Oleacein, MOA : Méthyl oleuropein aglycon, EA : Acide Elenolic, TSEC : Tota
secoiridoids, TBP : Total Biophenols HPLC.



Annexe 7: X-loadings des différentes variables de I'huile d'olive selon les
composantes principales 1 et 2.

Variable PC1 PC2
1 Acidité -0,079 0,292
2 Indice de Peroxyde 0,078 0,215
3 K232 -0,211 -0,063
4 K270 -0,169 -0,158
5 Chlorophylles -0,063 -0,316
6 Caroténoides -0,129 -0,215
7 phénols Totaux 0,212 -0,07
8 Oleuropein aglycone 0,232 -0,185
9 Ligstroside aglycone 0,251 -0,18
10 Oléocanthal -0,295 -0,028
11 Oléacein 0,088 -0,291
12 Méthyl oleuropein aglycon -0,271 -0,025
13 acide élenolique -0,154 -0,222
14 sécoiridoides Totaux 0,13 -0,275
15 Biophenols HPLC 0,122 -0,26
16 DPPH% 0,206 -0,245
17 Cil6:0 -0,132 -0,278
18 Cl6:1 0,144 -0,144
19 Ci7:0 -0,277 0,029
20 C18:0 -0,197 -0,113
21 C18:1 0,223 0,211
22 C18:2 -0,24 0,014
23 C18:3 0,107 0,141
24 C20:0 0,003 0,113
25 C20:1 -0,134 0,156
26 C22:0 0,023 0,216
27 C18:1/C18:2 0,254 0,027
28 MUFA/SFA 0,224 0,144
29 MUFA/PUFA 0,246 0,015




Annexe 8: Chromatographes de la composition en triglycérides des huiles

d’Azeradj issues des différentes localités.
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Annexe 9: Chromatographes de la composition en triglycérides des huiles de
Chemlal issues des différentes localités.
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Annexe 10: Chromatographe HPL C des tocopherols individuels de I’huile
d’olive.
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Abstract This work aimed to investigate the combined
effect of harvest time and crop altitude on the fruit and oil
quality of two autochthonous Algerian olive cultivars,
Chemlal and Azeradj. Fruit morphological characteristics,
oil quality parameters, fatty acids and triacylglycerols com-
position, pigments, tocopherols and oxidative stability were
determined. Olives were harvested at four different ripening
stages in orchards located at 110, 320 and 490 m altitude,
in the olive-growing region of Kabylia, northern Algeria.
Results showed a good discrimination between varieties,
which were characterized by specific triacylglycerols and
fatty acids profile. Different chemometric analyses carried
out on the oil data highlighted the strong influence of vari-
ety in relation to the factors studied. Moreover, Principal
Component Analysis performed on both fatty acids and
triacylglycerols profile allowed correlating the distinct com-
position with the different varietal sensitivities to changes
in crop attitude and ripening stage. Tocopherols showed a
remarkable decrease with the ripening progress. Oxidative
stability was positively correlated with variations in tocoph-
erols and monounsaturated fatty acids during maturation
and altitude changes.
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Introduction

The olive oil obtained from the fruits of Olea europaea
L. is known as one of the main ingredients of the traditional
Mediterranean diet and is considered as being responsible
for the well-being of local populations (Cicerale
et al., 2009). In addition to a high-energy value in food
intake, it provides an abundant resource of monounsatu-
rated fatty acids, which confers a multitude of benefits to
human health (Covas et al., 2009). The main biological
effect of olive oil has been attributed to the diversity of its
minor fraction (Beltran et al., 2010), which involves a mix-
ture of different amounts of vitamins, phytosterols, and
polyphenols, characterized as bioactive compounds respon-
sible for the sensory quality and oxidative stability of olive
oil (Cicerale et al., 2009). However, the composition and
concentration of these different components of olive oil
appear to be particularly sensitive to the variations of agro-
nomic, technological, and climatic factors (Dabbou
et al., 2009; Desouky et al., 2009).

Olive production in the world is mainly located in the
traditional olive-growing area of the Mediterranean basin,
which in numerous regions is characterized by mountain-
ous and irregular relief (Terral et al., 2004). These particu-
lar conditions make it difficult to determine the optimum
harvest date and olive oil quality in those localities. As far
as Algeria is concerned, the largest part of olive oil produc-
tion is concentrated in the mountainous regions of Kabylia
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(Tizi-Ouzou, Béjaia, Bouira), which represents more than
50% of the national olive-growing surface (di Rienzo
et al., 2018). This region is known for its traditional olive
production and crop based on historical heritage and
characterized by endemic olive varieties such as the
Chemlal and Azeradj cultivars (Boucheffa et al., 2019).
The two varieties represent respectively about 40% and
10% of the olive cultivation area in this country. Besides,
these two cultivars are generally grown together in Kaby-
lia in order to pollinate the male-sterile trees of the
Chemlal variety (Terral et al., 2004).

Based on what has been said so far, the main objective
of the present study is to determine the effect of the har-
vest time and crop altitude on the variation of olives
pomology, antioxidant proprieties, and the quality of
olive oil obtained from two endemic Algerian varieties:
Chemlal and Azeradj. This work is conducted using the
chromatography technique in the determination of the
tocopherols, fatty acids, and triacylglycerols composition
of the varieties under scrutiny, a technique commonly
used in the molecular characterization of olive oil.

Materials and Methods
Fruit Harvest

The research was conducted during the crop season of
2017. The samples were harvested from two endemic cul-
tivars (Chemlal and Azeradj), known as predominant
varieties grown in Algeria. Following the method of the
International Olive Council (IOC) (2011) for olive sam-
pling, about 10 kg of fruits, from randomly chosen olive
trees with high fruit load for each cultivar, were hand-
picked every 10 days from November 25 to December
25, in commercial orchards where the same cultural prac-
tices were applied. The orchards are located at different
altitudes (110, 320 and 490 m) in the olive-growing area:
Tizi-Ouzou (T); Boghni (B); Ait-khelllli (A). The 24 sam-
ples were coded as follows: The first letter label the varie-
ties (Chemlal (C), Azeradj (A)), the second the orchard
locations (Tizi-Ouzou (T); Boghni (B); Ait-khelllli (A)),
the numbers label the harvest dates 25/11/2017 (1);
05/12/2017 (2); 15/12/2017 (3); 25/12/2017(4)). The
main characteristics of the samples and their geographic
origin are displayed in Table 1.

Oil Extraction
The oil was extracted during the first 24 hours following

the harvest day by using a mini oil mill (S.1.O.L. 20,240
GHISONACCIA, France) equipped with a hammer
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Table 1 Sampling information and labeling®

Geographic and climatic information

Annual mean
temperature

Annual total
rainfall

Crop system

Latitude Exposure

Harvest date Locations Altitude

Cultivars

19.7°C

Traditional rain-fed regime 689.0 mm

South

36°42 N

110 m

Tizi-Ouzou (T)
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crusher, a malaxer, and a two-phase centrifugation system.
The oil was extracted without adding any water, and the
paste was mixed for 30 min at room temperature. Once fil-
tered, the extracted oil was stored in dark glass bottles at
4 °C until its analysis.

Maturity Index

After each harvest campaign, the maturity of the olive fruits
was determined following the method suggested by the
IOC (International Olive Council, 2011). The method was
based on the coloring of the epicarp and the mesocarp of
the olive fruit during the maturity process.

Olive Parameters

The morphological characterization of the drupe for each
cultivar was evaluated with the use of 40 fresh fruits and
their stones. Based on the method developed by the Inter-
national Olive Council (1997), four characters, including
fruit weight (FW), stone weight (SW), Pulp/stone (P/S),
and Pulp percentage (P%) were determined. The water con-
tent of the fruit was determined following the method
suggested by IOC (2011). More precisely, 70 g of fresh
olives was crushed using a mortar and pestle, and the paste
was dried in an oven at 103 £ 2°C. The samples were
checked regularly until a constant weight was obtained.

Oil Quality Indices

The peroxide value, free fatty acids (FFA), and the specific
extinction K232 (conjugated dienes) and K270 (conjugated
trienes) values were determined according to the Interna-
tional Organization for standardization procedures (ISO)
(IS0, 2007, 2009, 2011), respectively.

Fatty Acids Composition

The fatty acid (FA) composition was established using the
method of analysis described in Regulation 2568/91 of the
European Union Commission. (1991). Analyses of fatty acid
methyl esters were carried out using a Chrompack CP 9002
gas chromatograph, equipped with a flame ionization detector
(FID). About 0.8 pL. was injected with a split GC mode
through Cp-Sil 88 CB (5%Phenyl+95%dimethylpolysiloxane)
capillary column characterized by 0.32 mm internal diameter
and 0.25 pm film thickness. Oven, injector, and FID tempera-
tures were set at 200, 250, and 280 °C, respectively.

Triacylglycerols Determination

The chromatographic analysis was performed following the
method displayed in regulation EEC/2568/91 (European

J Am Oil Chem Soc (2021)

Commission, 1991). In this respect, 0.5 g of olive oil was
diluted in 10 mL acetone(w/v), and 0.5 pL of the solution
was injected into a high-performance liquid chromatogra-
phy (HPLC) system (Agilent 1200) equipped with an RP-
18 column (Merck, Germany; 250 X 4 mm i.d. X 4 pm).
The mobile phase used was an isocratic gradient of Ace-
tone/Acetonitrile (63.6: 36.4, v/v) with a 1.2 mL min~!
flow rate submitted to a 2-bar pressure and a temperature
of 35°C.

Pigment Content

The chlorophyll and carotenoid contents were measured
following the method developed by Minguez et al. (1991).
The oil dissolved in cyclohexane was analyzed with a spec-
trophotometer apparatus at 670 and 470 nm in order to
determine the concentration of chlorophylls and caroten-
oids, respectively.

Tocopherols Analysis

The tocopherol composition was determined by means of
the HPLC technique put forward by Koseoglu et al. (2016).
The analysis was performed using an analytical HPLC sys-
tem (Agilent 1100) equipped with a p-porasil column
(250 x 4.6 mm i.d. X 5 pm). The injection volume of
20 pL was eluted in hexane/2-propanol mobile phase (99:1,
v/v) and 25°C temperature, with a flow rate of
1 mL min~". The UV detector was set to 292 nm wave-
length, and the results were expressed in mg of tocopherol
per kilogram of oil.

Oxidative Stability

The oxidative stability analyses were measured using
Rancimat 743 (Metrohm Ltd., Herisau, Sweden) according
to the method described by Tura et al. (2007). Oil sample,
4 g, was subjected continuously to the airflow of
20 L hour™" and temperature of 120°C. The results were
expressed as induction time in hours (h).

Statistical Analysis

Chemical data were analyzed with MINITAB 19 statistical
software, using ANOVA in order to evaluate the effect of
harvest time, altitude, and cultivars. The significance of dif-
ferences (<0.05) between means was determined by one-
way ANOVA, using the LSD test. Principal component
analysis (PCA) was carried out on the oil sample, taking
both fatty acids and triacylglycerols composition as dis-
criminate variables. In order to understand and estimate the
mean effects of each factor and the possible interactions
between them, the data analysis was reinforced by a general
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Table 2 Morphological and fruit characteristics of Chemlal and Azeradj cultivars®

Altitude ~ Samples Maturity index Fruit weight (g) Pulp/stone ratio Pulp (%) Dry weight (%) Dry weight (g)
110 m CT1 2.71 £ 0.04a;v 1.72 £ 0.25a;v 3.66 + 0.48a;v 78.31 4+ 2.20a;v 43.89 4+ 0.38b;v 0.75 £ 0.12a;v
CT2 3.26 £+ 0.0la;vw 2.04 £ 0.46a;v 428 £ 0.51a;v 80.86 + 1.98a;v 38.78 + 1.85b;vw 0.79 £ 0.18a;w
CT3 3.69 £+ 0.16a;x 2.08 £+ 0.49a;v 4.10 £+ 0.56a;v 80.12 + 2.52a;v 43.32 £ 1.51bsx 0.9 £+ 0.21a;w
CT4 4.05 £+ 0.12a;x 1.99 £+ 0.36a;vw 443 + 0.62a;w 81.33 + 2.28a;w 52.80 £+ 0.27b;x 1.04 £+ 0.19a;x
ATI1 1.75 £ 0.03a;v 3.83 £+ 0.44a;v 6.48 + 0.83a;v 86.21 4+ 4.78a;v 44 .85 + 3.76b;v 1.7 & 0.36a;v
AT2 239 £ 0.11a;vw  4.25 + 0.40a;v 6.50 + 0.40a;v 86.47 £+ 2.06a;v 45.41 £+ 0.19b;vw 1.95 + 0.34a;w
AT3 3.18 + 0.01a;x 4.21 + 0.37a;v 7.15 £+ 0.60a;v 86.82 + 2.01a;v 39.29 + 0.41b;x 1.67 £+ 0.43a;w
AT4 3.92 + 0.29a;x 4.18 4+ 0.55a;w 6.45 + 0.48a;w 86.44 + 1.86a;v 52.25 + 1.73b;x 2.19 + 0.43a;x
320 m CB1 341+ 0.03a;v 1.57 £ 0.40b;v 2.88 + 0.63b;v 73.58 £ 4.42b;v 50.90 £ 3.03a;v 0.79 £ 0.2a;v
CB2 3.68 £ 0.14a;vw  1.67 & 0.45b;v 2.93 + 1.02bsv 72.61 £+ 8.06b;v 5791 +£ 0.61a;yvw ~ 0.95 £ 0.26a;w
CB3 3.80 + 0.03a;x 2.07 £ 0.35b;v 3.16 £+ 0.87b;v 74.66 £+ 6.68b;v 48.08 £+ 0.80a;x 1.01 £ 0.17a;w
CB4 4.01 £ 0.0lasx 2.39 + 0.42b;w 3.63 £ 0.56b;w  78.06 £ 3.10b;w  56.54 + 3.21a;x 1.35 £ 0.24a;x
AB1 1.73 £ 0.01a;v 2.77 £ 0.82b;v 3.22 + 1.34b;v 75.42 + 2.47b;v 50.24 4+ 0.28a;v 1.4 + 0.22a;v
AB2 2.34 £ 0.08a.vw  3.02 + 0.74b;v 3.53 + 0.89b;v 77.75 + 1.77bsv 59.49 + 0.36a;vw 1.8 + 0.23a;w
AB3 2.56 £ 0.06a;x 3.08 £+ 1.09b;v 4.20 4+ 3.26b;v 80.56 £ 2.89b;v 51.65 + 1.09a;x 1.6 £ 0.19a;w
AB4 2.93 + 0.01a;x 3.43 £+ 0.83b;w 4.01 £0.78b;w  79.87 + 1.42b;w  66.63 + 1.13a;x 2.3 + 0.36a;x
490 m CAl 3.08 + 0.06a;v 1.35 £ 0.22¢;v 3.07 £+ 0.45¢;v 75.15 £+ 2.63¢c;v 48.39 + 0.50b;v 0.65 £ 0.11b;v
CA2 3.35 £+ 0.03a;vw 1.52 £+ 0.33¢c;v 3.79 £+ 0.95¢;v 78.62 £+ 2.87¢c;v 52.31 £+ 1.52b;vw 0.8 £ 0.17b;w
CA3 4.49 £ 0.03a;x 1.54 £ 0.30c;v 3.26 +£ 091c;v 75.88 + 3.27¢c;v 50.68 + 0.46a;x 0.78 £+ 0.15b;w
CA4 5.32 4+ 0.30a;x 1.45 £ 0.37¢c;w 3.32 +£ 0.57¢c;w 76.43 £+ 3.25¢c;w 51.40 £+ 1.61a;x 0.75 £ 0.2b;x
AAl 2.35 + 0.00a;v 2.31 £ 0.53c;v 4.89 £ 0.86¢;v 82.63 £ 2.71cv 44.27 + 0.22bsv 1.03 £ 0.32b;v
AA2 2.52 £ 0.02a;vw  2.71 &+ 0.65¢c;v 6.67 + 1.70c;v 86.32 £ 3.11cv 43.85 + 3.88b;vw  1.19 £ 0.29b;w
AA3 3.05 £+ 0.01a;x 2.64 + 0.59c;v 6.17 + 1.88c;v 85.31 £ 3.04c;v 45.60 £+ 0.45b;x 1.2 + 0.27b;w
AA4 3.87 + 0.06a;x 2.74 £ 0.63c;w 6.92 + 1.92c;w 86.77 £2.69c;w  46.69 £+ 0.13b;x 1.28 £+ 0.29b;x
*Means =+ SD.

Different letters (a—c) in the same row indicate significant (P < 0.05) differences concerning the Altitude effect.

Different letters (v—x) in the same row indicate significant (P < 0.05) differences concerning the Harvest date effect.

linear model test, including a percentage contribution of the
factors studied.

Results and Discussion
Maturity Index

The maturation indices were assessed after each harvest
campaign, and the results obtained show a linear increase
of the maturity index from November 25 to December
25 in both cultivars (Table 2). This visual phenomenon is
due to changes in the pigmentation ratios of chlorophylls,
carotenoids, and anthocyanins that occur inside the drupe
during the maturation phases, generating a succession of
olive colors ranging from green, purple to black (Roca and
Minguez, 2001). Moreover, the fruits of the cv. Chemlal
are characterized by superior ripeness degrees, in compari-
son with the cv. Azeradj variety and exceeding maturity
index 4 (black stage) at the last harvest date, in the different
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locations. A significant difference (P = 0.00) noticed
among the two cultivars may suggest that the cv. Chemlal
variety has an earlier maturity; for Baccouri et al. (2008),
this dissimilarity confirms how the genetic traits influence
the maturation process. Based on the data presented in
Table 7, the change in elevation of the growing area
appears to have no great impact on the ripening process of
the two cultivars (5.43%), thus the influence of the varietal
factor (36.64%) and the ripening process (45.18%) is most
noticeable.

Olive Parameters

The statistical analysis of the morphological data has
shown significant variations (P < 0.05) in the all fruit
parameters, depending on the variety, altitude, and harvest
period. The examination of the pomological measurements
taken in the different growing areas (Table 2) revealed that
olive trees grown at an altitude of 490 m produce olives
with the lowest fresh and dry weight. The average weights
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of the latter were 0.75 and 1.18 g at Ait-khellili orchard,
which are the lowest values (mean of all harvest dates)
recorded for Chemlal and Azeradj, respectively. In contrast,
olives harvested at 110 m altitude were characterized by a
high percentage of flesh and a pulp/stone ratio of 4.43 and
7.15, observed respectively in the cv. Chemlal and
cv. Azeradj. Similar results were found by Di Vaio
et al. (2013) on the endemic cultivars of southern Italy.
Besides, the cv. Azeradj variety is distinguished by superior
pomological characteristics, in comparison with the
cv. Chemlal variety, especially in terms of fresh-fruit
weight. It varies from 2.31 to 4.25 g and from 1.35 to
2.39 g, respectively. Al-Maaitah et al. (2009), observed
similar results on the relation between fruit weight and fruit
variety.

The data collected on the fruit development of
cv. Chemlal and cv. Azeradj (Table 2) have shown a slight
but significant increase in fruit weight and pulp to stone
ratio and percentage of the pulp as ripening progressed.
Furthermore, the fruit’s dry weight increased by over 10%
from 25 November to 25 December, accompanied particu-
larly by a slight increase in the percentage of flesh, expan-
ding by almost 5% compared to the initial harvest fruit.
These observations are in agreement with the results found
by Desouky et al. (2009) on the Turkish cultivars. How-
ever, the fruits in an advanced stage of ripening (CT4,
AT4, CA4) tend to lose their fresh weights, and that is
probably due to the loss of olive moisture and/or the fall of
heavy fruits occurring in the final ripening phase (Mailer
et al., 2007). On the other hand, the water percentage
deduced from the results obtained from the fruit’s dry mat-
ter has presented a high level > 50% in the early harvest
date and tends to decrease in the fruits during the matura-
tion period, as Yorulmaz et al. (2013) observed on the
Edremit cultivar. Therefore, the increase in fruit fresh
weight confirms that the olive continues to develop during
the ripening process.

Oil Quality Parameters

The results obtained on the basic quality parameters, dis-
played in Table 3, on FFA, PV, and specific extinction
(K232 and K270) are largely below the limits established
by IOC (2015). Such positive values make it possible to
classify all the samples in the category of extra virgin olive
oil (EVOO). Moreover, the low values of these quality
parameters can be very decisive in the determination of the
olive oil’s shelf life during storage (Fadda et al., 2012).

Our exploration of the data collected on the different alti-
tudes and cultivars has revealed that the percentage of FFA
is very low and close to 0.10% at the earliest harvest date
and tends to accumulate slightly but continuously during
the maturation process to reach the maximum level of
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0.13-0.20% at the last harvest on November 25. The rise in
FFA is probably linked to the exponential enzyme activity
of lipases during the olive maturation process (Martinez
Suarez, 1973). The variations of FFA have been revealed
to be significant, and agree with the results of other authors
(Bengana et al., 2013; Desouky et al., 2009). Besides, the
oil obtained from the high hills of Ait-Khellili (CA and AA
samples) has shown a high level of FFA, particularly in
cv. Azeradj oil, with 0.20% free oleic acid. The altitude
seems to enhance significantly (P = 0.005) lipid hydrolysis
in both cultivars. On the contrary, Ouni et al. (2012) have
revealed the inverse effect of altitude.

The values of k232 and K270 reflecting respectively the
contents of primary oxidation products (conjugated diene)
and secondary oxidation products (aldehydes, ketones)
have shown a slight decrease during olive ripening in both
cultivars, and their behavior is similar to the pattern
observed by Baccouri et al. (2008) when they reach mini-
mum values during the last harvest dates. However, those
changes in the oxidative parameters are found insignificant
in the olive oils we have analyzed. The ANOVA test has
revealed a considerable (P = 0.049 and P = 0.046) effect
of the altitude on the variation of both primary and second-
ary oxidation products, respectively. Indeed, the maximum
values of the extinction coefficient K232 and K270 are
recorded in the oils harvested from an orchard located in
Ait-Khellili at about 490 m of altitude. Their values range
between 1.50 and 0.21 nm for cv. Chemlal, and 1.49 and
0.16 nm for cv. Azeradj.

According to the results listed in Table 3, the PV
increased significantly during the ripening period in both
varieties. Dag et al. (2011) obtained similar results and
affected this trend to the influence of the varietal trait. As
observed on Kj3, and Ky7o parameters, the highest PV are
recorded in the Ait-khellili orchard with levels ranging
from 10.19 to 12.69 meq O2/kg in Chemlal oils and from
7.91 to 13.33 meq O2/kg in Azeradj oils, which are signifi-
cantly (P = 0.001) higher than the values observed in oils
produced at low altitude (110 m). Several studies (Freihat
et al., 2008; Uceda et al., 1992) have linked the different
trends observed in the PV indices to the modification of
lipoxygenase activity occurring during the maturity process
and the change in crop altitude.

Fatty Acids Composition

The main FA identified in the two varieties were myristic
(14:0), palmitic (16:0), palmitoleic (16:1), margaric (17:0),
stearic (18:0), oleic (18:1), linoleic (18:2), linolenic (18:3),
arachidic (20:0), gadoleic (20:1), and behenic acids (22:0)
(Table 4). In all EVOO samples, the FA profile was domi-
nated by oleic acid with a percentage exceeding 61% of the
total fatty acids. Moreover, oleic acid contents vary from
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Table 3 Olive oil basic parameters®

Altitude Samples FFA (%) PV (meq O./Kg) K232 (nm) K270 (nm)
110 m CT1 0.10 £ 0.02b;v 6.8 + 0.06b;w 1.29 + 0.69b;v 0.19 £+ 0.09b;v
CT2 0.11 £ 0.00b;w 7.88 £+ 0.07b;vw 0.69 £ 0.37b;vw 0.11 £ 0.03b;vw
CT3 0.11 £ 0.00b;wx 8.75 + 0.11b;v 0.69 + 0.21b;vw 0.12 £+ 0.02b;w
CT4 0.13 £ 0.02b;x 11.16 £+ 0.83b;v 0.91 £+ 0.47b;w 0.10 £+ 0.02b;w
ATI 0.10 & 0.02b;v 7.5 £ 0.22b;w 1.16 £+ 0.10b;v 0.11 £ 0.02b;v
AT2 0.11 & 0.00b;w 8.03 £+ 0.16b;vw 0.79 4+ 0.16b;vw 0.11 £ 0.01b;vw
AT3 0.11 £ 0.00b;wx 8.39 + 0.01b;v 0.77 + 0.27b;vw 0.11 £ 0.03b;w
AT4 0.13 4 0.02b;x 9.43 4+ 0.18b;v 0.79 + 0.13b;w 0.10 & 0.02b;w
320 m CB1 0.10 £ 0.02a;v 9.92 £ 0.76b;w 1.11 £ 0.08ab;v 0.19 £ 0.03a;v
CB2 0.11 £ 0.00a;w 11.87 &+ 0.66b;vw 1.17 £ 0.15ab;vw 0.18 £ 0.02a;vw
CB3 0.17 £ 0.00a;wx 12.37 £+ 0.04b;v 1.18 £ 0.09ab;vw 0.15 £ 0.02a;w
CB4 0.23 £ 0.01a;x 12.31 4+ 0.16b;v 0.94 £+ 0.00ab;w 0.13 £ 0.0la;w
AB1 0.11 £ 0.00a;v 5.24 + 0.36b;w 0.77 £+ 0.05ab;v 0.14 £+ 0.01a;v
AB2 0.11 £ 0.00a;w 6.36 £+ 0.08b;vw 1.00 £ 0.36ab;vw 0.15 £ 0.00a;vw
AB3 0.15 £ 0.02a;wx 6.37 £ 0.08b;v 1.00 £ 0.33ab;vw 0.10 £ 0.04a;w
AB4 0.17 £+ 0.00a;x 8.48 £ 0.01b;v 0.78 + 0.24ab;w 0.14 £+ 0.00a;v
490 m CAl 0.11 £ 0.00a;v 10.19 £ 0.21a;w 1.50 + 0.52a;v 0.21 £ 0.05a;v
CA2 0.14 & 0.04a;w 11.22 £+ 0.67a;vw 0.97 4+ 0.00a;vw 0.15 £+ 0.02a;vw
CA3 0.14 £ 0.04a;wx 11.88 + 0.15a;v 0.80 & 0.16a;vw 0.14 £+ 0.02a;w
CA4 0.18 £ 0.06a;x 12.69 + 0.92a;v 0.89 4+ 0.29a;w 0.13 £+ 0.03a;w
AAl 0.11 £ 0.00a;v 7.91 £ 0.07a;w 1.33 £ 0.32a;v 0.16 £ 0.03a;v
AA2 0.15 £ 0.02a;w 12.17 £ 0.59a;vw 1.49 £ 0.21a;vw 0.11 £ 0.07a;vw
AA3 0.17 £ 0.00a;wx 11.69 + 0.84a;v 1.40 £ 0.37a;vw 0.17 £ 0.0la;w
AA4 0.20 £ 0.04a;x 13.33 £ 0.77a;vw 0.91 £+ 0.23a;w 0.13 £ 0.06a;w
*Means =+ SD.

Different letters (a—c) in the same row indicate significant (P < 0.05) differences concerning the Altitude effect;

Different letters (v—x) in the same row indicate significant (P < 0.05) differences concerning the Harvest date effect.

69.90% to 74.05% and from 61.14% to 67.67% in the culti-
vars Azeradj and Chemlal, respectively. Therefore, the oils
of the Azeradj variety are richer in oleic acid, as reported by
Douzane et al. (2012). During the fruit ripening, the amount
of oleic acid behaves differently in the two cultivars. Indeed,
its highest level was observed in the early harvest dates (D1,
D2) in the cv. Chemlal and then it decreases continuously as
the olives ripen. In the oil extracted from cv. Azeradj, the
oleic acid content increases during the ripening process to
reach the maximum level at the last harvests, but followed by
a slight decrease in some advanced stages of ripening (AT4
and AA4). Similar trends were observed by Zaringhalami
et al. (2015). The results listed in Table 4 revealed that the
content of linoleic acid, another important FA in olive oil,
increased during ripening stage in both cultivars. Thus, an
opposite trend was observed in the oleic and linoleic acid
content, which was confirmed by the decrease of their ratio
during the olive maturation. This behavior was linked to
changes in the activity of the enzyme oleate desaturase during
olive ripening, which transforms oleic into linoleic acid
(Baccouri et al., 2008; Gutiérrez et al., 1999).
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The Palmitic acid content showed non-clear variation
during the ripening stages, but a slight decrease can be
noticed at the last harvest D4, probably due to a dilution
factor (Baccouri et al., 2008). In contrast to the distribution
of oleic acid in the two varieties, the palmitic and pal-
mitoleic acid amounts were higher in the oils extracted
from the cv. Chemlal than from cv. Azeradj, with variations
in palmitic acid ranging from 13.12% to 17.92% and from
8.63% to 14.0%, respectively. Our results are in agreement
with the finding of Boucheffa et al. (2019) on the Algerian
cultivars. Several studies have indicated a strong influence
of the genetic factor on the development of fatty acids
(Baccouri et al., 2008; Mailer et al., 2007; Zaringhalami
et al., 2015). Regarding the FA data, no clear variation was
observed in the trend of oleic and palmitic acids in terms of
altitude changes, however, the effect of this factor is defi-
nitely more apparent in the variations of the oleic/linoleic,
MUFA/PUFA ratios. The two cultivars responded differ-
ently to the orchard elevation; thus, lowest values of the
oleic/linoleic (varying from 4.99 to 6.69) and MUFA/
PUFA (varying from 4.78 to 6.35) ratios were recorded at
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Table 4 Fatty acids composition of olive oil sample®

14: 16: 17: 18: 20: 20: 22: Oleic/ MUFA/  UFA/

Altitude  Samples 0 16: 0 1 0 18:0 18:1 18:2 3 0 1 0 linoleic PUFA SFA
110 m CT1 0.14 1755 219 0.12 21 67.05 912 068 046 039 0.14 7.35 7.11 3.87
CT2 0 1772 248 006 198 65.7 1058 065 042 036 0.1 6.21 6.10 3.93

CT3 0 1792 253 009 193 6425 1158 07 044 047 0.11 5.55 5.48 3.88

CT4 1.06 17.47 281 0.08 2022 6333 1158 067 043 037 0.14 5.47 5.43 3.71

ATI1 0 10.51 098 029 246 69.9 13.76  0.87 053 0.5 0.15 5.08 4.88 6.17

AT2 0 11.65 095 0.13 248 69.96 13 083 041 045 0.1 5.38 5.16 5.71

AT3 0 11.03 1 0.1 2.41 72772 1087 0.81 038 044 0.19 6.69 6.35 6.08

AT4 0.02 863 097 022 23 71.57 1435 092 042 044 0.1 4.99 4.78 7.55

320 m CB1 003 17.69 236 007 228 6543 1072 044 06 033 022 6.10 6.10 3.80
CB2 0 13.12 266 009 1.7 67.67 134 059 032 032 0.09 5.05 5.05 5.52

CB3 0 17.23  2.17 0.1 1.86 65.15 11.75 07 044 041 0.14 5.54 5.44 4.06

CB4 0 1726 268 0.09 2.16 61.14 1512 065 042 032 0.11 4.04 4.07 3.99

ABI1 0 1196 1.02 038 293 73.75 788 0.61 055 044 0.16 9.36 8.86 5.24

AB2 0 14 095 0.07 2.66 73.43 776 049 043 033 0 9.46 9.06 4.833

AB3 0 1252 1.19 034 247 73.2 8.3 0.6 053 042 0.17 8.82 8.41 5.22

AB4 0 876 1.04 0.1 2.52 74.05 11.68 09 0.4 0.4 0.1 6.34 6.00 7.41

490 m CAl 0.14 17.05 339 0.08 232 66.1 972 052 036 029 0.13 6.80 6.81 3.99
CA2 0 16.9 238 0.09 2.09 65.65 1131 055 045 035 0.18 5.80 5.71 4.07

CA3 0 17.66 257 0.09 1.86 63.7 1266 055 036 032 0.12 5.03 5.04 3.97

CA4 002 17.14 272 0.11 191 62.2 1448 056 039 032 0.12 4.30 434 4.08

AAl 001 1123 1.15 8 2.52 72777 1041 094 039 035 0.09 6.99 6.54 3.85

AA2 0 11.62 1.03 0.1 2.64 7226 1034 091 047 04 0.18 6.99 6.55 5.66

AA3 0 1193 098 038 293 73.31 8.63 0.64 057 042 0.17 8.49 8.06 5.26

AA4 0.4 1152 1.64 011 1.72 7193 1152 061 036 043 0.1 6.24 6.10 6.06

“14:0, myristic; 16:0, palmitic; 16:1, palmitoleic; 17:0, margaric; 18:0, stearic; 18:1, oleic; 18:2, linoleic; 18:3, linolenic; 20:0, arachidic; 20:1,
gadoleic; 22:0, behenic acids. MUFA/PUFA, monounsaturated fatty acids/poly-unsaturated fatty acids ratio;, UFA/SFA, unsaturated fatty acids/

saturated fatty acids ratio.

low altitude for the cv. Azeradj, where cv. Chemlal pres-
ented the highest levels of these ratios. This inverse trend
may be linked to the interaction of the genetic factor with
the location, which presents the highest percentage of con-
tribution (almost 30%) on these ratios (Table 7). According
to other studies (Freihat et al., 2008; Mailer et al., 2007),
the FA composition of the monovarietal olive oil is largely
influenced by growing conditions. Thanks to the richness
of the Azeradj variety in oleic acid, the UFA/SFA ratio was
found higher in this cultivar and particularly noticeable at
the low altitude. The high level of UFA/SFA ratio was
probably related to the activity of oleate desaturase that
increases by high temperature present at the low altitude
(Garce’s et al., 1992).

Triacylglycerols Profile
The triacylglycerols (TAG) composition (%) is considered

as a suitable marker for the classification of mono-varietal
olive oil. As expected (Koseoglu et al., 2016), triolein
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(O0O0) dominates the TAG profile in all olive oil samples
(Table 5), with rates ranging respectively from 24% to 32%
and from 31% to 42% of the total TAG in the Chemlal and
Azeradj varieties. Besides, the highest triolein levels were
obtained from olive trees grown at an altitude of 320 m.
However, unimportant variations (P = 0.169) in triolein
were found through the maturation changes, and this is
probably caused by close maturity indexes (Sevi'm
et al., 2017). Covas et al. (2009) sustain that a diet rich in
MUFA is correlated with a low incidence of cardiovascular
diseases. In fact, oleic acid has only one double bond,
which makes olive oil more resistant to oxidation and con-
tributes to its long shelf life compared to seed oils (Owen
et al., 2000).

The second most important triglyceride peak recovered
by the HPLC system corresponded to the mixture of SOL
+ POO triacylglycerols, which varied significantly
(P = 0.00) in the two varieties, and oscillated from 19.24%
t024.59% and from 23.55% to 29.94%, respectively. As
observed in the Spanish variety Cornicabra (Aranda
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et al., 2004), the content of SOL + POO depends on the
ripening phases of the fruit. Accordingly, our study has rev-
ealed a significant decrease through the ripening process in
the Chemlal EVOO. In contrast, the cv. Azeradj oils
showed an inconclusive variation. Further, TAG were
found with a very low rate (< 1%) in the samples, such as
LLL, PPP, SLS, PLLn, and the sum of LOLn + PoLL, and
varies widely from one factor to another.

Pigment Content

Chlorophyll and carotenoid are involved in the coloration
and anti-oxidation activity in olive oil. Yet, chlorophylls
tend to turn to pro-oxidant at light contact (Minguez
et al., 1991). The highest pigment amounts have been
observed at the beginning of the ripening process (Table 6),
with a maximum level observed at the second harvest date
corresponding to CT2, AT2, CB2, AB2, CA2, and AA2
samples of December 5. Then the photosynthetic activity
decreases continuously during maturation, leading to pro-
gressive mitigation in chlorophyll and carotenoid concen-
trations to reach the lowest levels at the last harvest date.
They are substituted steadily by anthocyanins at the end of
the maturation process (Roca and Minguez, 2001). The sta-
tistical analysis has revealed an inconsiderable (P = 0.797)
effect of the cultivar on the pigment content. However,
their quantities are significantly (P < 0.05) affected by alti-
tude changes; therefore, low levels were observed at 110 m
of altitude (Tizi-Ouzou). This elevation is characterized by
low chlorophyll (1.69 and 1.63 mg kg™") and carotenoids
(1.22 and 1.35mgkg™") amounts, averaged over all
Chemlal and Azeradj oil samples from this locality, respec-
tively. These results are in agreement with those of the
study carried out by Ouni et al. (2012). In addition, the sta-
tistical data listed in Table 7 revealed that maturity and alti-
tude are the most influential factors on the amount of
pigment in olive oil.

Tocopherols Composition

HPLC analysis of the vitamin E composition (Table 6) has
identified a-tocopherol as the predominant isomer in olive
oil samples, exceeding 85% of total tocopherol, as revealed
by other research works (Baccouri et al., 2008; Koseoglu
et al., 2016). The two cultivars have shown different trends
in the tocopherol amounts during the ripening process. In
fact, high contents were observed at the first harvest date in
oils extracted from the cv. Azeradj variety, which decreased
sharply to reach a lower level at the end of December
(AT4, AB4, and AA4). Conversely, the variations in these
lipophilic substances in the oils of cv. Chemlal were char-
acterized by a linear increase through olive maturation,
branded by a considerable decrease at the final harvest date.

WILEY AOCS&

What is particularly worth pointing at in the case of the alti-
tudes of 110 and 320 m is the amounts of total tocopherol
that fall from 237.98 to 197.18 mg kg~"' and from 228.6 to
199.9 mg kg™, respectively. Baccouri et al. (2008) and
Yorulmaz et al. (2013) registered the same trend as they
worked on different cultivars. Moreover, the two cultivars
behave differently in response to the altitude effect, as
observed on the parameters studied previously. Indeed, the
amounts of alpha and total tocopherols increase gradually
in the Azeradj variety with the rise in orchard elevation,
which is represented through their maximum levels of
23506 and 261.67mgkg™' at 110m, 317.95 and
342.84 mgkg™' at 320m, and a peak of 433.54 and
464.21 mg kg™' at 490 m altitude. Similar results were
recorded by Dabbou et al. (2009). In contrast, an opposite
effect has been observed with the Chemlal variety, espe-
cially through low levels in alpha (211.93 mg kg_]) and
total tocopherols (221.65 mg kg™") noticed at the altitude
of 490 m. Thus, the effect of the altitude on alpha and total
tocopherols was cultivar dependent, and could be seen in
the interaction “Cultivar X Altitude” which showed a sig-
nificant effect on the amount of alpha and total tocopherols,
with a percentage contribution of 17.87% and 16.52%,
respectively (Table 7). - tocopherols were found in trace
in all oil samples, except for the oils obtained from the
Azeradj variety in the orchard located in Tizi-Ouzou. More-
over, a higher concentration of y- and 8- tocopherols was
observed in the oil extracted from the Azeradj variety.
Beltran et al. (2010) found similar amounts of tocopherol
composition and established a strong relation between
tocopherol variation and the genetic factor.

Oxidative Stability

The oxidative stability of olive oil is permanently bound to
changes in the quality and quantity of its various natural
antioxidants and variations of its lipid fraction (Baccouri
et al., 2008; Bengana et al., 2013). The values of oxidative
stability listed in Table 6 show a positive correlation
(r = 0.419 and r = 0.414; P <0.001) with the change of
alpha and total tocopherols content in the EVOO samples,
respectively. Thus, the low values of the oxidative stability
recorded at the last harvest date (D4) can be explained by
the important drop in the tocopherol content observed in
the samples harvested during this period for both varieties.
Similar results have been mentioned in numerous studies
(Baccouri et al., 2008; Bengana et al., 2013; Yorulmaz
et al., 2013). According to the result shown in Table 6, the
averages of oxidative stability vary positively with orchard
elevation, by stability rising from 4.71 to 4.99 hours then
to 5.04 hours in the cv. Chemlal oils and from 4.07 to
5.64 hours then to 5.82 hours in the cv. Azeradj EVOO.
Similar findings were revealed by Ouni et al. (2012) and
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related the improved stability of the olive oil produced at
elevated orchards to an increased level of mono-
unsaturated fatty acids (MUFA) in those oils. On the other
hand, a slight difference can be noticed between the two
cultivars, notably by enhanced resistance to the oxidation
of Azeradj oils harvested in the 320 and 490 m altitudes.
This behavior is caused probably to the higher oleic acid
content of the cv. Agzeradj oils compared to the
cv. Chemlal oils, which are in line with the findings of
Boucheffa et al. (2019).

Principal Component Analysis

The fatty acids and triacylglycerols profiles are known as
good markers for the classification and characterization of
EVOO (Abdallah et al., 2016; Sevi'm et al., 2017). Accor-
dantly, the best discrimination was obtained with a PCA
performed on the combination of both lipidic profiles, as
revealed by Ollivier et al. (2006). Results indicate that the
two main factors account for 62.6% of the total variance
((F1: 43.1%, F2: 19.5%).
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The PCA results, displayed in Fig. 1, divide the different
EVOO samples into two main clusters according to the first
PCA axis (PC-1). The first group brings together the olive
oils extracted from cv. Chemlal, which are characterized by
a greater level of POP, PoOP, POIn, PLL, sum of PLO+
SLL, palmitic, and palmitoleic acids. As for the second
group, it is composed of Azeradj oils sorted out according
to their richness in OO0, SOO, oleic, and stearic acids.
Thus, it could be noted that each FA has been correlated
with its respective triglyceride, and the distribution of the
variables confirmed the difference in the lipid composition
observed between the two cultivars (Tables 4 and 5).

The score plot (Fig. la) showed that the dots rep-
resenting the two varieties (Azeradj on the left and Chemlal
on the right) are widely spread from the bottom to the top
of the PCA graph. The second axis of PCA (PC-2) was
positively correlated with the variables 18:2, 18:3, LLL,
OLL, LOO+ PLnP, and negatively with SLS, PoOO, SLO
+ POO triacylglycerols, MUFA/PUFA, and Oleic/Linoleic
ratios. It worth pointing that these variables showed a high
percentage of contribution of the altitude, maturity factors,
and/or their interaction with cultivars (“Cultivar X Altitude”
and “Cultivar X Maturity”), as recorded in Table 7.
According to the loading plot (Fig. 1b), there is no real
relationship between the variables 18:2 and 18:3 in one side
and between the triacylglycerols SLO + POO, PoOO, and
the ratios MUFA/PUFA and Oleic/Linoleic in other side,
due to the perpendicularity of the vectors carrying these
variables. By Overlaying the loading and scoring graphs, it
can be noticed that samples AT1, AT2, AT3, and AT4
grouped in the upper left quadrant are more concentrated in
18:3, LOO+ PLnP, and opposed to the samples AB1, AB3,
AB4, and AA3 in the lower left quadrant, which are distin-
guished by their high MUFA/PUFA and oleic/linoleic
ratios. In the right of the score plot, Chemlal samples CB1,
CA4, and CA3 rich in 18:2 and OLL opposed CT1, CAl,
CB1, and CT2 samples, which are correlated with a high
rate of SLO+ POO and PoOO. These results are consistent
with the observation carried on the data of Tables 4 and 5
mentioned above.

In sum, PC-2 of the PCA made it possible to distribute
the samples into different subgroups, according to the spe-
cific behavior of the variables characterizing each variety.
In one side, the Azeradj samples were divided into three
sub-clusters according to their geographical origin, indicat-
ing that olive oils harvested at low altitudes are more con-
centrated in LOO+ PLnP sum and linolenic acid. On
another side, the Chemlal samples were also divided from
bottom to top of the PCA graph into four distinct sub-
groups, but this time based on the change in their matura-
tion stages. This was made possible due to the high content
of the cv. Chemlal in some fatty acids and triacylglycerols
compound that are sensitive to changes in ripening process,
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such as linoleic acid, LLL, OLL, PoOO, and SLO + POO
sum. These results showed that the metabolic behaviors of
these varieties were different in terms of some composi-
tional parameters through changes in location and maturity.

Conclusion

In the light of the results of the present study, it can be said
that the type of variety had a stronger influence on the char-
acteristics of the fruit and the olive oil. The pomological
data have revealed a phenotypic variability in the olive fruit
of the cv. Chemlal and cv. Azeradj, influenced by altitude
and expressed their full genetic potential at low altitude.

All the tested oils exhibited quality indices within the
ranges established for “extra virgin” olive oil category. The
amount of pigment and tocopherols, considered as natural
antioxidants of olive oil, has shown a significant correlation
with the altitude of the cultivation area and particularly
with the maturation process by a remarkable decrease dur-
ing the olive ripening. Consequently, the decrease in the
tocopherol and monounsaturated fatty acid content has a
negative effect on the oxidative stability of the olive oil due
to the weak resistance to oxidation revealed in the samples
with low content, harvested at advanced ripening stage and
low altitude. Besides, Fatty acids and triacylglycerols com-
position data revealed that each cultivar has a distinct lipid
profile and showed that this particular composition has a
different sensitivity to the factor adopted in this study.
Indeed, oleic acid and its respective triglyceride (triolein)
were highlighted in the oil extracted from the Azeradj culti-
var, but it was only certain composition, such as MUFA/
PUFA and Oleic/Linoleic ratios, that showed a remarkable
sensitivity to changes in crop elevation. On the other hand,
Chemlal oils were marked by a significant amount of
palmitic and its respective triacylglycerols (POP), but the
ripening process effect was observed in the variations of its
composition in linoleic acid, OLL, and SLO+ POO
triacylglycerols. Furthermore, PCA analysis carried on both
fatty acid and triglyceride profile has confirmed and
highlighted the particular role of the genetic and geographi-
cal location in the characterization of virgin olive oil.
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Abstract

Wild varieties in nature are known to be better adapted to climate change and more resistant
to arid conditions common in some regions of the world. Oil samples of two cultivated varie-
ties, Chemlal and Lemli, and one sylvestris variety were collected at four different harvesting
periods in the semi-arid region of Bouira, Algeria. The aim of this study was to determine the
influence of the genetic and maturity factors on the quality indices (acidity, peroxides value,
and the parameters K232, K270), fatty acids profile, phenolic composition, and antioxidant
activity of monovarietal olive oils. The study showed that early harvest dates of the fruits pro-
duced oils richer in pigments and phenolic compounds, with high antioxidant activity regis-
tered in both wild and cultivated varieties. Moreover, all oil samples showed high values of
secoiridoids exceeding 60—90% of total biophenols, with higher values found in oleaster oils,
which are correlated with high resistance to oxidation attacks. UHPLC-DAD and UHPLC-
HRMS analyses showed that the secoiridoids composition is dominated by a profile rich in
several isomers of oleuropein and ligstroside aglycons, which in turn represent more than
60% of the total secoiridoids in olive and Oleaster oils. Furthermore, chemometric analysis
on the data allowed a better appreciation of the sensitivity of the virgin olive oil composition
to the changes in genetic and ripening factors. According to the principal component analy-
sis, phenolic and fatty acid profiles were the most important components contributing to the
discrimination between olive oil samples.

Introduction

Fats occupy an important place in dietary intake, are essential for the development and func-
tioning of the human body. The source and quality of fats in food appear to have a major
impact on human health [1]. Thus, the Mediterranean region known for its diet rich in olive
oil has the lowest incidence in certain diseases described as "disease of the century" worldwide.
The fatty acid composition of olive oil differs from other vegetable oils by its high monounsat-
urated fatty acid composition at the expense of saturated fatty acids. The importance of a high
ratio of monounsaturated/saturated fatty acids of the olive oil in daily uses was correlated with
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alow incidence of coronary and cancer diseases [2]. Other studies [3-5] have demonstrated its
effectiveness in reducing the occurrence of many chronic diseases, such as atherosclerosis,
rheumatoid arthritis, and nonalcoholic fatty liver disease.

Besides, extra virgin olive oil (EVOO) remains a natural fruit juice resulting from a simple
physical extraction without using solvents as required for seed oils, according to International
Olive Council regulations (IOC) [6]. This extraction process allows the olive oil to be character-
ized by a high content of natural bioactive compounds, which confers large bioactivity and
authentic sensory quality to this oil. These various nutritional and therapeutic qualities are due to
its high content of natural compounds such as vitamins, phytosterols, pigments, and especially
phenolic compounds, commonly called “polyphenols” [7]. EVOO contains a wide range of phe-
nolic compounds resulting from secondary plant metabolism, including flavonoids (e.g. apigenin
and luteolin), phenolic alcohols (e.g. tyrosol and hydroxytyrosol), phenolic acids (e.g. caffeic acid
and vanillic acid), and in particular secoiridoids, which are the most abundant fraction [8, 9].

The health-promoting properties of secoiridoids are recently recognized for their high bio-
logical activity against inflammatory, cancer and Alzheimer’s disease; in particular, the secoiri-
doids oleocanthal and oleacein, which are attracting increasing attention because of their
beneficial effects on health and their multiple biological activities [10]. Derived mainly from
the de-glucosylation of oleuropein and ligstroside present in olives, the aglycone form of oleur-
opein and ligstroside are the most abundant secoiridoids in olive oil [11]. These two com-
pounds, defined as specific oleosides of Oleacaea, are sensitive to chemical and enzymatic
degradation due to the ester functions carried by the aglycone form [12]. According to Laincer
etal. [13], the secoiridoids content is closely related to the genetic characteristics of the olive
tree. In other studies [14-16] a relation has been found with the climatic changes, the geo-
graphical origin, and the technological process.

Thus, thanks to the diversity of the genetic heritage and the widespread of Olea europaea L.
cultivation in the world, olive oil production has been marked by a large variation in its lipid
and non-lipid composition, due notably to the influence of the multiple factors mentioned pre-
viously. The aim of this work is to investigate the influence of the genetic factor and the harvest
time on the chemical composition and extent of bioactive compounds of olive oil. The research
was performed using separation techniques Ultra High-Pressure liquid chromatography
(UHPLC), coupled with Photo-Diode Array detection (DAD) and High-resolution mass spec-
trometry (HRMS) systems, in order to improve the separation time, ensure high resolution
and broad identification of EVOO extracts.

Materials and methods

Sample and oil preparation

In order to understand the influence of the genetic resource on the characteristics of virgin
olive oils and to give a better assessment of the ripening process contribution to variations of
several oil quality parameters; particularly in secoiridoids composition, natural antioxidants
content, and fatty acids profile of both wild and cultivated olive varieties. Olive oils were
obtained from two endemic Algerian olive cultivars, Chemlal (C) and Limli (L), cultivated in
the growing region of Bouira, north-center Algeria. The Oleaster oil was obtained from the
wild olive (Olea europaea L. subsp. Oleaster (O)) population in the same region. The harvested
campaign was carried out during the crop season of 2018, over a period of one month spread
through four harvesting dates (H) and spaced out with ten days intervals between them (HI:
November 25; H2:December 5; H3:December 15; H4:December 25). The olive samples were
manually harvested in random and cleaned carefully by following the sampling method
described in the International Olive Council [17].
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The olive oil extraction was carried out with a two-phase laboratory oil mill (S.I.O.L. 20240
GHISONACCIA, France). Briefly, the fruits were crushed using a hammer mill equipped with
a perforated grid (0.8 mm diameter holes). The homogenous paste was transferred into non-
hermetic stainless containers and stirred with rotating pallets for 35 minutes at 25° C; to
ensure better coagulation of the oil particles and to limit the oxidation phenomenon. The
separation of the phases (oil, wet pomace) was carried out using a vertical centrifuge set at
3000 rpm for 3 min. Finally, the filtered oil samples were stored in opaque glass flasks (pro-
tected from light and air oxidation) and 4°C temperature until analysis.

Maturity index

The estimation of maturity degree was based on the visual observation of the olive mesocarp
and epicarp colors, the Maturity Index (MI) were determined by the formula described by
International Olive Council [17].

Quality indices

The progress of triglyceride hydrolysis in olive oil expressed in percentage of free oleic acid
(%) was determined following the International Standard Organization procedure [18]. Fol-
lowing the International Olive Council protocols [19, 20], the oxidation level was evaluated
by measuring the peroxide value (PV) (Hydroperoxide) and UV spectrophotometer indices
(K232 and K270) for oxidation products.

Fatty acid analysis

The fatty acid profile of the olive oil samples was determined using a Chrompack CP 9002 sys-
tem equipped with Agilent Cp-Sil 8 CB column (60 m length, 0.25 mm i.d) (5% phenyl+ 95%
dimethyl polysiloxane). The fatty acid methyl esters (FAMEs) were prepared by cold transes-
terification method according to the chromatographic procedure defined by EEC Regulation
2568/91 [21]. Then 0.8 ul was injected under a constant injector temperature of 250°C. The
oven temperature increased from 150C° to 200°C by 4°C/min. The nitrogen was used as car-
rier gas with flow rates of 1ml/min. FAMEs were detected with a flame ionization detector
(FID) set at 250°C, and the identification was carried out by comparing their retention times
with those of standard reference compounds.

Pigment determination

The content of chlorophylls and carotenoids was measured following the spectrophotometry
method described by Minguez-Mosquera et al. [22]. In brief, 7.5 g of the test sample was dis-
solved in 25 ml of cyclohexane, and then the mixture was analysed with UV-VIS spectropho-
tometer set at 670 and 470 nm, which are the maximum absorption for chlorophylls and
carotenoids, respectively. The chlorophylls content was calculated as if it were all pheophytin
"a", known as the major chlorophylls fraction, using the values of the specific extinction coeffi-
cients of this fraction Ey = 613. The carotenoids concentration was calculated also according to
its main component, lutein, with its specific extinction coefficient E; = 2000. The pigment con-

tents were determined using the following formula:

Chlorophyll (mgpheophytin ‘a’/kg) = (A67U X 106) / (Eﬂ x 100 x d)

Carotenoid (mg,,,.../kg) = (A, x 10°) / (E, x 100 x d)
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The results reported are based on oil weight (mg/kg of olive oil). A is the absorbance and d
is the thickness of the spectrophotometer cell (1 cm).

Phenols extraction

The extraction step was carried out according to the International Olive Council method [23],
with minor modification. In 20 mL centrifugal tubes, 2 grams of virgin olive oil was mixed
with 1ml of syringic acid (used as an internal standard); the latter was prepared in methanol/
water mixture (80:20, v/v) with a concentration of 0.015 mg/ml. After 30 seconds of vortex agi-
tation, 5ml of methanol/water (80:20, v/v) were added. Then, the mixture was passed 15 min
in ultrasonic bath and 25 min in a centrifuge at 5000 rpm, under 25°C temperature. The super-
natant was evaporated with a nitrogen stream until total solvent evaporation, and then the
dried polar fraction was reconstituted in 1ml methanol/water (80:20, v/v). The phenolic
extracts were filtered through a 0.45um PVDF filters, and refrigerated until their use.

UHPLC-DAD and UHPLC-HRMS analysis

The phenol compounds were analysed using a Dionex Ultimate 3000 UHPLC system (Thermo
Scientific, USA) equipped with a polar C18 Luna Omega column (100 mm x 2.1 mm id;

1,6 um particles size), in order to decrease the separation time and ensure a high resolution. A
binary gradient of pure water (A) and acetonitrile (B), both previously acidified with 0.1% for-
mic acid, formed the mobile phase. The flow rate was set at 0.4 mL/min and the gradient elu-
tion was performed in 16 min as follow: 10% of Bin 0 min, 10% to 35% B for 5min, 35% to
60% B for 2 min, isocratic at 60% for 3 min, 60 to 80% B for 4 min, and 80 to 100% B for 2
min. Four minutes were necessary for the column equilibration between each injection. The
oven temperature set at 25°C. Then, 3 uL were automatically deducted from each 1ml of the
filtered extract, displayed in different vials. The detection was performed with Diode Array
Detector (DAD) in the range of 200-600 nm, and the most phenolic compound were observed
at 280 nm wavelength. The same chromatographic conditions were used for the UHPLC-
HRMS analysis. The identification of the different phenolic compounds was performed on a
maXis UHR-Q-TOF mass spectrometer (Bruker, Bremen, Germany) in negative electrospray
ionisation (ESI) mode. The capillary voltage was set at 4.0 kV. The flows of nebulising and dry-
ing gas (nitrogen) were set at 2.0 bar and 9.8 L/min, respectively, and the drying gas was heated
at 200°C. Analyses were recorded at an acquisition frequency of 2 Hz, and the mass range was
set from m/z 50 to 1650. Data were processed using DataAnalysis 4.4 (Bruker).

Phenols quantification method

The determination of the phenolic compound concentrations in the olive oil extracts was car-
ried out according to the International olive council procedure (COI/T.20/Doc. No 29/Rev.1).
The syringic acid was added as internal standard during the extraction phase, as explained
above. The secoiridoids identified with UHPLC-HRMS were quantified using the sum areas of
the corresponding chromatographic peaks recovered by the UHPLC-DAD at 280 nm and the
peak area of the internal standard. The secoiridoids amount were presented in mg/kg of tyro-
sol equivalent, as follow:

(ZA) x 1000 x RRE,,, x W,

syr. acid
Axyr. acid x W

mgTyrosol Equivalcnt/kg =

2 A: total of the peak areas of the individual phenols detected at 280 nm;
1000: refers to the factor needed to convert the value into mg/kg;
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RRFy/¢y,: the multiplication coefficient (RRFqyy ¢y, = 4.74) to express the result in tyrosol
equivalent;

A g Acia: the internal standard (Syringic acid) area detected at 280 nm;

W gyracia: the weight of the syringic acid (mg) added as internal standard.

W: the weight (g) of the tested olive oil;

Determination of total phenol

The total phenol contents were measured using the modification of the procedure described
by Singleton and Rossi [24], based on the reduction of phosphomolybdic-phosphotungstic
acid. In a simple 96-well microplate, 20 ul of each phenolic extract were transferred, with 20 ul
of Folin ciocalteau reagent. After 5 min waiting, the coloration of the reaction was activated by
30 ul of the 20% aqueous sodium carbonate solution. Finally, the mixture was diluted with 140
ul of distilled water. Therefore, the same steps were carried out to prepare the Gallic acid cali-
bration curve, including concentrations range of 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 and 0.5 mg/ml. all the
preparations were read under a microplate spectrophotometer (Thermo scientific multiskan,
USA) at 760 nm, after 25°C incubation for 2 hours in the dark. Using the Gallic acid calibra-
tion curve, the total phenol content was quantified in mg Gallic acid/kg oil.

DPPH antiradical reaction

The DPPH antiradical capacity was estimated using the method reported by Tepe et al. [25].
10 ul of each olive oil extract and calibration solution of Trolox (1, 0.8, 0.5, 0.25, 0.1 and 0.05
mg/ml) were complemented with 190 ul of a DPPH solution (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
concentrated at 0.15%, in methanol. After 30 seconds stirring, the mixtures were incubated for
30 min at 25°C. During this step, a change from dark violet to pale yellow color was observed,
due to the reduction of free radicals present in DPPH form by the antioxidant power of the
phenolic compounds. The absorbance was read with a microplate spectrophotometer at 516

nm. The values of scavenging activities were expressed as mg trolox equivalents/ml (mg TE/
ml).

%Inhibition = {1 - (Amp,e /AM,DI)} % 100

A ontrol 1 control test that was measured as the absorbance of DPPH without sample
addition.

Statistical and chemometric analysis

The statistical analyses were performed with Minitab 19 (Minitab software, USA). One-way
variance analysis test (ANOVA) was carried out on the oil data, followed by Tukey post-hoc
test, with significance set at P<0.05. For improved discrimination and better visualization of
data variation, principal component analysis (PCA) was achieved on the most important oil
parameters.

Results and discussions
Maturity index

During the ripening process, photosynthetic activity decreases progressively in the olive fruit
[26], and expressed by different range of color going from green, purple to black, which allows
the ripening process to be evaluated through the maturity index [27, 28]. At the first harvest
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date (H1) of November 25, the olives were found with low maturity indices of 2.30, 2.48 and
1.33 in the cv. Chemlal, cv. Limli and Oleaster, respectively (Table 1).

Therefore, wild olives were characterized by the lowest maturity values ranging from 1.33
to 3.65 through harvest periods H1 to H4. This difference was probably due to the late entry
of wild fruits in maturation compared to the cultivated varieties (Fig 1).

On another side, a fast ripening process was observed in the olives of the cv. Chemlal, which
attained the advanced ripening level of 5.33 (Black) at the last harvest (H4). Furthermore, data
analysis showed significant differences (P<0.05) between the varieties and confirm the influence
of the genetic factor on the olive maturity process, as Baccouri et al. [8] reported in their study.

Quality parameters

The majority of olive oil collected from different sampling conditions (olive Variety and Matu-
ration) were found under the limit established by the IOC (IOC/T.15/NC No. 3/Rev 8), for
free acidity (< 0.8%), peroxide value (< 20 meqO,/kga), K232 (< 2.50) and K270 (< 0.22)
(Table 1). Thus, all oil samples were categorized as EVOO.

ANOVA analysis showed significant (P< 0.05) influences of varietal component on the oxida-
tive parameters of the olive oil. Indeed, the Oleaster oil presented low values of UV spectrophoto-
metric, that ranging from 0.86 to 0.95 for primary oxidation (K232) and from 0.12 to 0.19 for
secondary oxidation product (K270), and which found higher in Chemlal and Limli cultivars.
Bouarroudj et al. [29] reported comparable results on Oleaster oils. The data listed in Table 1
showed no significant variation (P> 0.05) in the changes in K232 and K270 values during the
progression of maturity. Free acidity (FFA) percentage showed a slight but significant increase
(P =0.00) during the ripening process, especially in Chemlal and Limli cultivars, but remains
below the limit of 0.8% (for EVOO) even in the advanced stages of maturity. The rise of FFA
content was related to the increase activity of lipolytic enzyme during the olive-ripening phase [8].

Fatty acids composition

The fatty acids (FA) constitute the major fraction of olive oil and its composition is considered
as a marker for the classification and the determination of the varietal and geographical origin

Table 1. Physico-chemical proprieties of EVOO samples.

Varieties Harvest date Maturity index Acidity (%) Peroxide value (MeqO,/Kg) K232 (nm) K270 (nm)
Chemlal H1 2.30 +0.20 % 0.34 + 0.06 **~ 10.43 + 1.04 ™V 1.18 + 0.01 ™" 0.24 + 0.00 *®"
Chemlal H2 3.48+ 027 %Y 0.24 % 0.02 11.36 + 0.99 > 0.86 + 0.05 " 0.19 + 0.01*®"
Chemlal H3 4744048 0.40 + 0.13 5 12.19 +0.30 »" 0.78 + 0.02 " 0.15 + 0.01 "
Chemlal H4 533 +0.33 %" 0.53 +0.14 " 9.29 +0.96 ™ 1.00 + 0.06 > 0.15 + 0.00 *>"
Limli HI1 244 +0.16 > 0.36 + 0.07 ¥ 7.79 + 0.83 %V 1.54 +0.08 *" 0.23 + 0.00 *"
Limli H2 2.87+0.13 > 0.36 + 0.03 ** 10.54 + 0.40 ¥ 1.04 +0.04 > 0.17 + 0.00 *"
Limli H3 3.87+0.38 5" 0.45 + 0.00 =¥ 13.58 £0.07 ¥ 1.11+0.14% 0.19 + 0.00 *"
Limli H4 4.35+0.39 > 0.57 + 0.00 =" 1575 +1.44 " 1.37 £0.00 0.22 + 0.00 %"
Oleaster H1 1.33 +0.09 3> 0.40 + 0.00 ¥~ 13.50 £ 0.71 % 0.94 +0.16 > 0.15 + 0.01 >
Oleaster H2 2.36 +0.22 " 0.33 + 0.11%% 15.00 +2.12 " 0.95 + 0.06 > 0.19 + 0.02 "
Oleaster H3 2.90 + 0.26 " 0.40 + 0.07 &% 13.50 £ 0.71 ¥ 0.91 +0.10 > 0.14 + 0.01 %"
Oleaster H4 3.65 + 0.41 >V 0.38 + 0.04 ¥ 15.50 + 0.00 *" 0.86 + 0.05 > 0.12 + 0.00 >

Mean+ standard deviation. Different letters in the same row indicate significant differences (p <0.05),
¢ refers the varietal effect and

Y™ to the Harvest time effect.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260182.t001
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of olive oil [14, 30]. The most abundant FA found in all EVOO samples was oleic acid, as
observed in other researches [8, 14] (Table 2).
During the olive maturation, its percentage fluctuates between 72.55 and 72.94% in the cv.
Chemlal, between 64.71 and 72.45% in the cv. Limli and from 72.57 to 74.18% in the Oleaster
oil; the changes in oleic content were found with significant differences among the studied
varieties (P = 0.007) and no significant in terms of maturity progression (P> 0.05). Those
results are quite similar to other data carried on the Algerian varieties [29, 31]. However, in

Table 2. Fatty acids composition of olive oil samples (%).

Varieties | Harvest | C16:0 | Cl6:1| C17:0 | C18:0 | C18:1 | C18:2 | C18:3 | C20:0 | C20:1 | C22:0 | C18:1/ MUFA/ MUFA/

date C18:2 SFA PUFA
Chemlal H1 14.08% | 1.66*' | 0.12%" | 1.90°®" | 72,553V | 823%™V | 0,60 %™ |0.34%" | 0315 [0.12%" | 8.82% 4.50 % 8.43 3%
Chemlal H2 17.19% | 2.06*" | 0.09%" | 1.76 °®" | 68.31°%" | 935%™V | 0335 | 0333 | 0.34%% | 0.00%Y | 731 3.65%" 7.30 2
Chemlal H3 12,50 %™ | 1,55 %Y | 0.10 ™ | 1.92°%" | 71.43 % | 11.51°™V | 055%™ | 0.33 %Y | 030 %7 | 0.12%% | 6.21 2> 4.90 > 6.07 2>
Chemlal H4 1347 | 1.69%" | 0.12% | 1.85°%Y | 72.94°%V | 834°™V | 0,60%" |035%" |036% |0.13% | 8.75% 471 8.38 20
Limli HI1 1830% | 1.209Y [ 0.25%Y | 2.61%" | 64.71%" | 11.48%Y | 0.62°"™ | 0.38 ™" | 0.28 %% [0.12%"" | 564" 3.06 > 5.47 %
Limli H2 16.60% | 1107 [ 0.23%Y | 223 | 68.11%" | 1021% | 0.36°™ |0.36 %" | 032%™ [0.12%Y | 6.67 3.56 > 6.57 >
Limli H3 1476 %™ 11457 [ 0.25%Y | 227 | 7039 | 9.67%" | 0.69 ™ | 0.34%" | 032%™V [ 0.12% | 7.28%" 4,05 6.93 %
Limli H4 1247%% 1099 | 0.23%Y | 2.14% | 72.45%" [10.00%" | 0.76°® |0.39%" |0.38%" [0.14%" | 7.25%" 3.25 5 6.86 >
Oleaster HI 1440 | 1.56 >V | 0.09%" | 2.06%" | 72.57% | 7.79%V | 0.76 %W | 0.35%™ | 026%™ 0123 | 9323 428 8.53 3"
Oleaster H2 1355 | 1.35%V [ 0.10% | 2.08%" | 7330 | 820%™ |0.72%Y | 0.33% 023%™ [0.10%" | 8.94% 4.56 % 8.26 "
Oleaster H3 14.69 %™ | 1.66 >V | 0.09%" | 1.98%" | 71.18* | 8.96™" | 0.69%Y | 0.34%" | 026%™ [0.11%" | 7.94% 416" 7415
Oleaster H4 13.16%Y | 1.15%V [ 0.11 %V | 0.47%Y | 74.18* | 9.05™" | 0.77%" | 045% 031" [021% | 820% 518 %" 7.60 %

The amount of the different fatty acids were determined in percentage. C16:0, Palmitic; C18:0, Stearic; C16:1, Palmitoleic; C17:0, margaric; C18:1, Oleic; C18:2, Linoleic;
C18:3, Linolenic; C20:0, arachidic; C20:1, gadoleic; C22:0, behenic acids. MUFA/PUFA, Monounsaturated fatty acids/ Poly-unsaturated fatty acids ratio; UFA/SFA;
Unsaturated fatty acids/ Saturated fatty acids ratio. Different letters in the same row indicate significant differences (p <0.05),

#€ refers the varietal effect and

Y™ to the Harvest time effect.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260182.t002
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the course of fruit ripening, the maximum values of oleic acid were observed at the last harvest
date (H4) in all olive varieties; This behavior may indicate that the oleic acid synthesis contin-
ues even at the late stages of the ripening process, as observed by others researchers [32, 33].

As reported by Dessouky et al. [34] and Rondanini et al. [1], the percentage of the main sat-
urated fatty acid -palmitic acid in the EVOO samples, showed different behavior between vari-
eties during fruit maturation. In fact, a high level of palmitic acid content was observed at H2
in cv. Chemlal and H1 in cv. Limli; and was followed by an important decrease at advanced
ripening stages. In comparison, the Oleaster oils presented no clear variation (P>0.05) in this
fatty acid during fruit maturation. Numerous studies [8, 28], were related the drop in palmitic
acid ratio during the advanced ripening stages to the dilution effect, caused by stability in pal-
mitic acid percent and the increased level of other fatty acids.

The ratio of oleic/linoleic, MUFA/SFA (mono-unsaturated fatty acid/saturated fatty acid)
and MUFA/PUFA (poly-unsaturated fatty acid) were related with both nutritional aspect
and oxidative stability of olive oil [32]. During harvest dates H1, H2 and H3, the Oleaster oil
showed a highest oleic/linoleic ratio of 9.32, 8.99 and 7.94 compare to the composition Chem-
lal and Limli oil at the same periods, therefore, the MUFA/PUFA parameter showed a same
and significant difference (P<0.05) between the varieties. Those characteristics, can procure
Oleaster oil more stability and longer shelf life during the storage [32, 35]. Despite the fact that
no significant differences (P>0.05) showed in term of olive ripens, in general, a slight decrease
can be noticed in both C18:1/C18:2 and MUFA/PUFA parameters at the last harvest date,
compare to the first harvest (H1) in Chemlal and Oleaster oils; and third harvest (H3) in Limli
oil. For Yorulmaz et al. [33], this decrease was possibly due to the transformation oleic into lin-
oleic acid caused by the activity of oleate desaturase enzyme. In addition, the values of MUFA/
SFA ratio reached their maximum at advanced maturation stages, with levels of 4.90 and 4.05
at H3 in oils provided from Chemlal and Limli cultivars, and 5.18 at H4 in Oleaster oil. This
behavior can be associated to low levels of palmitic acids at the end of maturation. For Beltran
etal., [32], this relationship is due to the increasing activity of S-ketoacyl-ACP synthase II
(KAS II) enzyme, which induces the chain elongation of palmitoyl-ACP to stearoyl-ACP.

Pigment content

During the olive ripening process, important changes occur in the pigment content, which
constantly affect the color, flavor and antioxidant capacity of the extracted olive oil [36]. In the
early olive piking, a high level of chlorophylls and carotenoids content was observed in all oil
samples (Table 3), and was particularly pronounced in the cv. Limli, with amounts of 11.61
and 5.71 mg/kg found in both pigments, respectively.

Numerous studies have related this small variation to influences of the varietal component
on pigment production [34]. During the olive maturation, olive oils showed a significant
(P<0.05) and linear decrease in pigment content, by a loss of more than 50% of total chloro-
phylls and carotenoids, registered at the end of December in Limli and Oleaster oils. This
decrease was possibly due to the transformation of chlorophyll (a) and (b) to pheophytin (a)
and (b), which provokes a change in olive oil coloration from green to yellow; and affects
directly the antioxidant capacities of both pigments and particularly the pro-oxidant activity
of the chlorophylls [7, 8].

Colorimetric total phenol

Total phenol content (TPC) estimated by the Folin-Ciocalteu reagent is known as a routine
technique for assessing the main and non-specified phenolic compounds of the olive oil. The
amount of total phenol listed in the Table 3, showed a non-clear trend during the ripening
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Table 3. Pigment, total phenol and antioxidant proprieties of EVOO samples.

Varieties Harvest date Chlorophylls (mg/kg) Carotenoids (mg/kg) Total phenol (mg CAE/kg) DPPH (%) DPPH (mg TE/ml)
Chemlal H1 9.45+1.96 %" 3.58 +0.91%" 183.57 +1.20 " 79.84 + 0.84 >V 0.448 + 0.005 >V
Chemlal H2 7.29 +0.00 ¥ 2.38 +1.08 %V 170.78 + 15.32 ¥ 79.56 + 2.07 VW 0.446 + 0.001 >
Chemlal H3 7.50 + 0.00 ¥ 2.56 +1.34 %% 150.11 + 5.54 > 36.06 + 3.86 ™% 0.207 + 0.002 >~
Chemlal H4 6.65 +0.24 % 2.66 +0.51 % 199.02 + 4.21 %" 24.17 £ 0.96 ™% 0.141 + 0.005 >*
Limli H1 11.61 + 1.65 *" 571 +0.37 2> 187.70 + 20.4 %" 61.95+1.53 " 0.349 + 0.008 <"
Limli H2 7.52 +0.28 3 3.85 + 1.49 W 115.44 + 8.61 " 32.78 +0.94 5" 0.189 + 0.005 ¥V
Limli H3 5.13 +1.50 %% 3.17 +1.00 " 136.00 + 16.29 %" 10.72 + 1.02 &% 0.067 + 0.006
Limli H4 3.74 £0.21 % 2.85+0.23 %W 114.00 + 21.80 " 18.39 +2.11 ¥ 0.109 + 0.001 &
Oleaster H1 9.95 +2.28 %" 43410215 208.20 + 38.40 " 89.93 +8.73 %" 0.503 + 0.005 *"
Oleaster H2 538 + 1.21 % 242 +0.16 %" 181.55 + 10.58 % 77.85 +2.08 &V 0.437 +0.001 ™
Oleaster H3 420 +1.67 1.82 +0.07 %Y 167.29 +5.76 " 60.32 + 7.59 ** 0.340 + 0.004 **
Oleaster H4 412+ 1.14 %% 2.09 +0.22 %% 226.98 +15.29 & 74.66 + 0.86 ** 0.419 + 0.005 **

Meant standard deviation. Different letters in the same row indicate significant differences (p <0.05),
@€ refers the varietal effect and
¥ to the Harvest time effect.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260182.t003

process (P>0.05). Nevertheless, linear decreases can be noticed through the maturation peri-
ods H1 to H3 in all varieties; which fell respectively from 183.57 to 150.11 mg CAE/kg; 187.70
to 136.00 mg CAE/kg and from208.20 to 167.29 in the Chemlal, Limli and Oleaster EVOO
samples. This behavior is in agreement with the finding reported in study of Zaringhalami
etal. [35]. However, in Chemlal and Oleaster oil samples; this decrease was followed by an
important rise of the phenol content at last harvest date (H4). This augmentation in TPC can
be the result of accumulation of other phenols such anthocyanins at the advanced ripening
stage [33], which also have capacity to interact with Folin-Ciocalteu reagent.

Variance analysis on the oils data revealed a high significant (P<0.001) influence of varietal
trait on the polyphenol content. Besides, the averages of polyphenol content was found partic-
ularly high in the Oleaster oils (mean of TPC from H1 to H4: 196.00 mg CAE/kg) compare to
the cultivated varieties, Chemlal and Limli. Other works done on these varieties [29] are in
conformity with our results on the total phenol content. According to Boucheffa et al. [37],
the richness of wild olive oils in the phenols content is associated with increased resistance
to hydric stress condition of its trees. Indeed, water stress enhance the activity Phenylalanine-
Lyase enzyme, known as responsible for the phenylpropanoids biosynthesis in the plant [38].

UHPLC-HRMS/MS determination of secoiridoids

Liquid chromatography-mass spectrometry technique is largely used in characterization and
structural determination of the EVOO phenolic compounds, and especially the negative ioni-
zation mode (ESI) due to its high sensitivity [9]. UHPLC- DAD (Fig 2) and ESI-HRMS investi-
gation into the phenolic profile of oils extracted from Chemlal, Limli and Oleaster varieties
have detected 20 secoiridoids compounds (Table 4).

The secoiridoids composition was characterized mainly by several isomers from oleuropein
aglycone (3,4-DHPEA-EA), ligstroside aglycone (p-HPEA-EA), methyl oleuropein aglycone,
but also by different derivatives of oleocanthal, oleacein, and elenolic acid. In line with the
results obtained by Dierkes et al. [39], at least seven isomers of oleuropein aglycone and six iso-
mers of ligstroside aglycone have been identified. According to the work of Cardoso et al. [40],
several isomers of oleuropein and ligstroside are also present in oil mill wastewater and have
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Fig 2. UHPLC chromatographs of olive oil phenolic extract and phenol standard peaks (a: Tyrosol, b: Syringic acid) detected at

280 nm.
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Table 4. HRMS-ESI data of the identified secoiridoids compounds in the EVOO samples.

Peak number Secoiridoid compounds RT [min] Ion Formula Meas. m/z m/z err [ppm]
1 Elenolic acid 4.43 CI11H1306 241.071 241.072 0.7
2 Oleuropein aglycon,; 5.71 C19H2108 377.125 377.124 -0.9
3 Oleuropein aglycon, 5.77 C19H2108 377.125 377.124 -0.9
4 Oleuropein aglycon; 5.97 C19H2108 377.125 377.124 -0.9
5 Oleacein 6.57 C17H1906 319.119 319.119 -0.7
6 Ligstroside aglycon; 6.65 C19H2107 361.130 361.129 -1.1
7 Ligstroside aglycon, 6.68 C19H2107 361.130 361.129 -1.1
8 Ligstroside aglycon; 6.91 C19H2107 361.130 361.129 -1.1
9 Oleuropein aglycon, 7.00 C19H2108 377.124 377.124 -0.5
10 Dimethyl acetal of oleacein 7.12 C19H2507 365.161 365.161 -0.8
11 Oleuropein aglycons 7.23 C19H2108 377.124 377.124 -0.1
12 Ligstroside aglycon, 7.27 C19H2107 361.130 361.129 -0.4
13 Methyl oleuropein aglycon, 7.44 C20H2308 391.140 391.140 -0.8
14 Oleuropein aglycong 7.54 C19H2108 377.124 377.124 -0.8
15 Oleuropein aglycon, 7.68 C19H2108 377.124 377.124 -0.8
16 Ligstroside aglycons 7.74 C19H2107 361.130 361.129 -0.6
17 Dimethyl acetal of oleocanthal 7.79 C19H2506 349.166 349.166 -0.3
18 Methyl oleuropein aglycon, 7.93 C20H2308 391.140 391.140 -0.4
19 Ligstroside aglycons 8.09 C19H2107 361.130 361.129 -0.7
20 Methyl oleuropein aglycon; 8.20 C20H2308 391.140 391.140 -0.9

The identification of the individual phenols was carried out by HPLC-MS. The relative retention time is calculated by comparing it to the retention time of syringic acid.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260182.t004
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explained this finding by different glycosylation positions found between the glucose unit and
hydroxytyrosol or tyrosol, respectively. Other studies conducted on phenolic extracts of olive
oil revealed the presence of diastereoisomers/geometrical isomers and stable enolic/dienolic
tautomers that provide indirect structural confirmation for some isomers of the oleuropein
aglycon [41, 42]. The analysis of the secoiridoids fraction (Table 4) indicated the presence of
acetal form of oleocanthal and oleacein in the EVOO extracts. The latter are known for their
high bioactivities and nutritional interest [10]. The formation of hemiacetal/acetal and deriva-
tives occurs during the extraction phase due to the interaction of the protic solvent (water,
methanol) with the two secoiridoids, as mentioned by Celano et al. [9]. According to de
Medina et al. [43], LC separation with acidified methanol is the potential promoter of acetals
and hemiacetals formation. Thus, these fractions have been limited by the use of acetonitrile
as the mobile phase.

Secoiridoids content

Secoiroids constitute the major fraction of the phenolic compounds in EVOO [9, 44]. Their
contribution has been linked to the sensory attributes [39] and to several therapeutic proper-
ties of olive oil [10]. The data listed in Table 5, revealed that secoiridoids amount represents 60
to 90% of the total individual biophenols of EVOO samples.

Table 5. Secoiridoids and total biophenols content (mg 1yrosol equivatent’kg) of EVOO samples.

Varieties | Harvest | Elenolic acid Oleuropein Ligstroside Oleacein and | Oleocanthal and Methyl Total Total
date aglycon and aglycon and derivative derivative oleuropein secoiridoids Biophenols
isomers isomers aglycon HPLC

Chemlal H1 21.88+0.16 | 31.07 +3.27°" 79.41 +7.68% | 350+£0.72% | 1.46+0.99 | 42.87+28%" | 180.21 +14.96 | 199.54 + 4.47 >V
byv byv

Chemlal H2 8.77+0.85 | 30.82+6.95> | 11020+23.60"" | 4.68+1.41%" | 4.68+0.44™ | 10.03+7.31" | 169.20 +26.90 | 188.24 +23.32 ™"
biw bivw

Chemlal H3 457+096 | 12.18+1.08% | 23.14+525% |057+0.08%% | 233+0.10% | 2272+2.19% | 6550+8.02 | 95.91 +8.49 >
bsw b;wx

Chemlal H4 477+0.60 | 11.63+1.22°%" 15.13+2.00% | 0.33+0.04%Y | 260+0.17%" | 18.94+2.34™ | 53.41+6.37% | 68.08 +1.325%
byw

Limli H1 37.32+1.93 | 19.92+1.58" 50.38+4.98% | 1.96+0.48%" | 12.15+1.01%" | 50.66 +4.58 %" | 172.39 +14.38 | 190.17 + 10.88 ®¥
v bsv

Limli H2 1525+ 1.63 | 16.44+1.18%" 19.56 +1.85°Y | 1.80 £ 0.11*" | 10.51 +1.04%" | 58.93+ 579" | 122.49 + 11.37 | 159.88 + 15.27 >"
aw bsvw

Limli H3 16.64+0.17 | 16.45+0.63 ™" 2027 +094 | 1.64+0.02%" | 10.96+0.13%" | 5727 +0.56*" | 12323 +1.59 161.83 + 1.55
aw bswx bywv

Limli H4 6.99+0.97 | 15.67+1.22% 1722+ 1.86%Y | 1.32£0.09%Y | 8.93+0.62%" | 40.99 +3.74%" | 91.13 + 8.42 > | 113.09 + 4.66 >"

Oleaster H1 8.10+0.37 | 37.52+820% | 12421+10.51%" | 3.80+£0.62%" | 0.33+0.57% | 11.11+0.89%" | 185.10 + 19.90 | 205.23 + 15.72 %"
bsv v

Oleaster H2 1225 +3.41 | 28.88+4.95% | 124.10+2230% | 2.14+0.46% | 0.00+0.00°" | 1229 +1.68 | 179.60 + 31.50 | 217.90 + 34.00 *
bw avw

Oleaster H3 12.17£0.49 | 38.15+6.34% | 12023+9.82% | 1.50+0.48%" | 0.00+0.00°" | 13.36+0.51°" | 185.41+17.29 | 216.50 + 17.50
b;w WX a;vw

Oleaster H4 8.80+0.27 | 3295+128% | 110.13+4.98% |159+0.54%" | 0.00+0.00%" | 9.09+0.18%" | 162.56+6.52 | 18548 +5.12%"
byw asx

Meant standard deviation. Different letters in the same row indicate significant differences (p <0.05),

@€ refers the varietal effect and
Y™ to the Harvest time effect.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260182.t005

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260182 November 16, 2021

11/18


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260182.t005
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260182

PLOS ONE

Changes in secoiridoids and chemical characteristics of Algerian olive oil, in term of fruit maturation

Besides, Aglycon forms of ligstroside and oleuropein are the most abundant secoiridoids in
the oil samples. According to other researches [41, 45, 46], they are generated by the enzymatic
deglycosylation of the ligstroside and oleuropein (abundantly present in the olive) during the
oil processing and extraction phases. As for the total phenol, the concentration of individual
secoiridoids are influenced by different environmental factors [31, 44]. Thus, oils from
Oleaster were characterized by a higher amount of 3,4-DHPEA-EA (28.88-37.52mg/kg), p-
HPEA-EA (110.13-124.21mg/kg), total secoiridoids (162.56-185.41mg/kg) and total biophe-
nols (185.48-217.9mg/kg) than the cultivated oils. According to Pérez et al. [46], the genetic
component is one of the main factors shaping the phenolic composition of monovarietal olive
oil. This result is in agreement with other researches on Algerian varieties [29, 37]. Besides, the
oils extracted from Chemlal and Limli cultivars showed high level of elenolic acid, oleocanthal
and methyl oleuropein aglycon. The ANOVA test confirmed the significant (P< 0.05) influ-
ence of the genetic factor on the secoiridoids profile of EVOO. In regard with the ripening
process, the majority of individual and total secoiridoids presented a significant and similar
decrease (P< 0.05), notably by a low levels recorded at the last harvest date. Comparable
trends have been observed in others researches [29].

Antiradical activity and antioxidant capacity

The antioxidant capacity depends on composition and the amount of phenolic and non-phenolic
bioactive compounds in the EVOO samples, which are influenced considerably by the change

of olive variety and maturation [13, 35]. Hence, high significant differences (P<0.001) were
observed between the varieties (Table 3). According to the results reported by Bouarroud; et al.
[29], the Oleaster extracts were distinguished from the cultivated oils by a strong antioxidant
capacity, that remains more stable and higher over advanced ripening stage, and confirmed by
ratios ranging from 89.93 to 74.66%, 79.84 to 24.17% and 61.95 to 18.39% in Oleaster, Chemlal
and Limli oil samples, respectively. Moreover, the antiradical activities decrease significantly
(P<0.001) across the maturation process, and their values registered the fall of more than 30% in
DDHP radical scavenging capacity within Chemlal and Limli EVOOs extracts, and almost 18%
in Oleaster extracts (vary from 0.503 to 0.419 mg TE/ml) at the final harvest date. In line with
other studies on this field [8, 29, 47], the total secoiridoids and biophenols were correlated posi-
tively (respectively by r* = 0.777, 0.722, p< 0.05) with the antioxidant activity during the ripening
process (S1 Table). Thus, indicate clearly that extracts from the earliest harvest date have the best
anti-free radical activity against the DPPH radical. Consumption of oil with higher levels of natu-
ral antioxidants is more suitable for limiting the incidence of cardiovascular disease [48].

PCA results

The chemometrics of principal component analysis (PCA) was performed on the most impor-
tant oil parameters to define the possible interactions between the different EVOO samples
and the main correlations among the variables. The PCA results (Fig 3) show that total vari-
ance of 61.5% were explained by the first factor (PC1) and the second factor (PC2), which
account for 35.2 and 26.3% of variance, respectively.

The variable that more contributes to the first component are C18:1, C18:1/C18:2, MUFA/
SFA, MUFA/PUEFA, TPC, OA, LA which are correlated positively and K232, C18:2, OLEO,
MOA, that associated negatively. Most of the remaining variables, C16:0, Ch, Ca, OLEA, EA,
TSC, TBP, DPPH% were negatively correlated with the second component PC2, except for
C18:1 and FFA, which were positively related (S2 Table). The score plot presented in Fig 3, seg-
regate the different oils samples, according to the PC1, in two distinct groups. The score graph
shows that the Oleaster oils were clustered in the right half of the score plot, distinguished by
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Fig 3. PCA analysis on the most important olive oil parameters. A: Distribution of oil samples based on the variables
adopted, B: Vector distribution of variables. Factor 1 and factor 2 explain 61.5% of the total variation. FFA: Free fatty acids, PV:
Peroxide value, Ch: Chlorophylls, Ca: Carotenoids, OA: Oleuropein aglycon, LA: Ligstroside aglycon, OLEA: Oleocanthal,
OLEA: Oleacein, MOA: Methyl oleuropein aglycon, EA: Elenolic acid, TSEC: Total secoiridoids, TBP: Total Biophenols HPLC.
In the score plot graph (B), the letters L, C, and O refer to the varieties Limli, Chemlal, and Oleaster, respectively, and the
numbers 1-4 indicate the different harvest dates.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260182.9003
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variables positively correlated with PC1 and also projected in the right side of the loading
graph. In other hand, the Limli samples are grouped in the left half of the plot, which are over-
lapped with the negatives variables (K232, C18:2, OLEO, MOA. . .) of the loading plot. Besides,
Fig 3 showed a non-clear separation for Chemlal samples, with the latter being distributed
between Limli and Oleaster groupings. This particular behavior provided by the specific varia-
tion in Chemlal oil parameters may be due to the rapid ripening process of the Chemlal fruit
(Fig 1), which causes a sharp drop in several oil compounds. Therefore, large gap was observed
between the early harvest H1 and H2 samples and those of the H3 and H4 harvests for Chemlal
variety in terms of their secoiridoids contents such as oleacein, oleuropein aglycone, and lig-
stroside aglycone (Table 5) was observed. Another interesting point that might be raised is that
monounsaturated fatty acids seem to be responsible for the localisation of Oleaster oils at high
PC1 values, whereas saturated fatty acids are particularly relevant in the Limli samples. These
observations are in agreement with the fatty acid data in Table 2. Again, the Chemlal samples
are clearly different from the other varieties, with the long chain saturated fatty acids being
relevant when the late harvest is performed.

In sum, the PC1 was able to allocate the oil samples according to their varietal characteristics.
The second largest of variable variation PC2 allowed to separate the oils samples according to
their harvest date, therefore it can be seen that the dots C1, C2, L1, O1 representing the early
harvest dates are sorted into the lower PCA quadrant, which characterized by high level of total
secoiridoids, biophenols, and better antioxidant activity. On the other hand, L3, L4, C3, C4 and
04, which represent the last harvest dates, are projected on the upper quadrant, marked by lower
levels in the previous variables. The results obtained from the PCA analysis are in line with the
observations previously reported on the parameters under study and offer a more precise view of
the contribution of the variety and maturity factors to the characterization and quality of olive oil.

Conclusion

This investigation on one of the main dietary intakes has led to a better understanding of the
effect of changes in varietal source and fruit ripening on the quality of virgin olive oil. The
influence of both factors was observed in the considerable differences between the oil samples
in terms of oil quality indices (Acidity, Peroxide, K232, and K270), pigment content, fatty acid
profile, phenolic content, and antioxidant activity. Thus, the extracts of wild olive oils were
characterized by a higher level of bioactive compounds and strong antiradical scavenging
capacity, which are probably due to the exceptional adaptation of Oleaster trees to environ-
mental conditions. Moreover, late harvest dates generally have a negative effect on olive oil
quality, observed by a significant decrease in chlorophyll, carotenoid, total phenol, secoiridoids
content, and antiradical scavenging activity. The variation of antioxidant capacity of the oil
samples was strongly correlated with their content on the phenolic compound, particularly the
secoiridoids fraction that represents approximately 60-90% of total biophenols. The composi-
tion of the latter was dominated by a profile rich in several isomers of oleuropein and ligstro-
side aglycons, detected by a rapid and efficient method that relies on UHPLC-DAD and the
negative electrospray ionisation (ESI) mode of the UHR-Q-TOF mass spectrometer. The agly-
con form of oleuropein and ligstroside represent more than 60% of the total secoiridoids in
both cultivated and wild varieties. The chemometrics approach of discriminant analysis (PCA)
provided a better observation on the variations of the olive oil composition according to the
studied factors. According to this analysis, secoiridoids and fatty acid profiles were the most
important components contributing to the discrimination between olive oil samples. Further
studies are needed for a more precise characterisation of the individual secoiridoids composi-
tion of olive oil, including a broader understanding of the process of generation of acetal and
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hemiacetal forms; elucidation of this mechanism will contribute to better detection and esti-
mation of the content of certain compounds, such as oleocanthal and oleacein.
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S1 Table. Pearson correlation matrix of the secoiridoids compounds and inhibition per-
centage (DPPH%). The correlation test has been carried out with confidence level of 95%.
OA: Oleuropein aglycon, LA: Ligstroside aglycon, OLEA: Oleocanthal, OLEA: Oleacein,
MOA: Methyl oleuropein aglycon, EA: Elenolic acid, TSEC: Total secoiridoids, TBP: Total
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Résumé

Pur jus de fruit a haute teneur en composés bioactifs, I'huile d'olive est I'une des sources de matiéres
graisses|es plus consommeées en Algérie et dans|e bassin méditerranéen. Cetravail de recherche est consacré
ala caractérisation des composés bioactifs des huiles d’olive, provenant des variétés dominantes de la région
avocation oléicole de Kabylie (Algérie). Deux études distinctes mais complémentaires ont été menées. La
premiére éude visait a déterminer |'effet combiné de la période de récolte et de I'altitude de la culture sur la
qualité des fruits et de I'huile de deux cultivars endémiques d’Algérie (Chemlal et Azeradj). Les olives ont
été récoltées a quatre stades de maturation différents dans des vergers situés a 110m, 320m et 490m d'atitude,
dans larégion oléicole de Kabylie, au nord de I'Algérie. Les résultats ont montré une bonne discrimination
entrelesvariétés qui étaient caractérisées par un profil spécifique en triglycérides et en acides gras. L'analyse
en composantes principales (ACP), effectuée sur les composés lipidiques de I’huile d’olive, a permis de
corréler la composition distincte de chague cultivar avec les différentes sensibilités variétales aux
changements de |'altitude et de la maturation. Lestocophérolsindividuels, dominés par I’ a-tocophérol (90%),
ont montré une diminution remarquable avec |a progression de la maturité. La stabilité oxydative des huiles
était positivement corrélée aux variations des tocophérols et des acides gras monoinsaturés, au cours de la
maturation et des changements de I’altitude. La deuxiéme partie de notre recherche a été consacrée a I’étude
de I’influence du facteur génétique et la maturation des olives sur la composition de I’huile d’olive, en
particulier les sécoiridoides. Des échantillons d'huile de deux variétés cultivées (Chemlal et Lemli) et d'une
variété sylvestris (Oléastre) ont été collectés a quatre périodes de récolte différentes, dans la région semi-
aride de Bouira, en Algérie. L'étude a montré que les dates précoces de récolte des fruits ont produit des
huiles plus riches en pigments et en composés phénoliques. Les extraits phénoliques de ces huiles ont
également une activité antioxydante élevée enregistrée chez les variétés cultivées et les oléastres. En outre,
tous les échantillons d'huile ont montré des valeurs élevées en sécoiridoides, dépassant 60-90% des
biophénols totaux. Ces quantités élevées, trouvées dans les huiles d'oléastre, ont été corrélées avec une plus
grande résistance aux attaques des radicaux Libres (DPPH). Les analyses UHPLC-DAD et UHPLC-HRMS
ont montré gque la composition des sécoiridoides est dominée par un profil riche en plusieurs isomeres de
I'oleuropéine et de ligstroside aglycones. Ces derniers représentent plus de 60% des sécoiridoides totaux dans
les huiles d'olive et d'oléastre. Selon I'analyse en composantes principales, les profils phénoliques et d'acides
gras étaient les composantes | es plusimportantes, contribuant aladiscrimination entre les échantillons d'huile
dolive.

Mots - clés: Variété dominantes, Huile d’olive, Composés bioactifs, Stade de maturité, Altitude, Kabylie.

Abstract

Pure fruit juice with high content of bioactive compounds, olive ail is one of the most consumed sources of
fat in Algeria and in the Mediterranean basin. This research work is devoted to the characterization of
bioactive compounds of olive oils, coming from the dominant varieties of the olive growing region of Kabylia
(Algeria). Two distinct but complementary studies were conducted. The first study aimed to determine the
combined effect of harvest time and crop atitude on fruit and oil quality of two endemic Algerian cultivars
(Chemlal and Azerad)). Olives were harvested at four different ripening stagesin orchards located at 110m,
320m and 490m dltitude; in the olive growing region of Kabylie, northern Algeria. Theresults showed agood
discrimination between the varieties, which were characterized by a specific profile in triglycerides and fatty
acids. Principal component analysis (PCA), performed on alive ail lipid compounds, correlated the distinct
composition of each cultivar with different varietal sensitivities to changes in altitude and ripening. The
individual tocopherols, dominated by a-tocopherol (90%), showed a remarkable decrease with increasing
ripeness. The oxidative stability of the oils was positively correlated with the variations of tocopherols and
monounsaturated fatty acids, during ripening and altitude changes. The second part of our research was
devoted to the study of the influence of the genetic factor and the olives ripening on the composition of olive
oil, especially the secoiridoids. Oil samples of two cultivated varieties (Chemlal and Lemli) and one sylvestris
variety (Oleaster) were collected at four different harvesting periods, in the semi-arid region of Bouira,
Algeria. The study showed that earlier harvests produced oilsrich in pigments and phenolic compounds. The
phenoalic extracts of these oils also had high antioxidant activity recorded in both wild and cultivated varieties.
In addition, all oil samples showed high values of secoiridoids, exceeding 60-90% of total biophenols. These
high amounts, found in the oleaster oils, were correlated with a higher resistance to free radicals attack
(DPPH). UHPLC-DAD and UHPLC-HRM S analyses showed that secoiridoids composition is dominated by
aprofile rich in severa oleuropein isomers and ligstroside aglycones. The latters represent more than 60%
of total secoiridoids in olive and oleaster oils. According to the principal component analysis, phenolic and
fatty acid profiles were the most important components, contributing to the discrimination between olive il
samples.

Key words : Dominant varieties, Olive oil, Bioactifs compounds, M aturity, Altitude, Kabylia.
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