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RESUME

Le premier aspect trait¢ dans ce travail consiste a déterminer I’évolution des composés
phénoliques de I’huile d’olive vierge durant le processus de maturation des olives par
méthode colorimétrique et par HPLC. Quatre variétés (Boughenfous, Blanquette de Guelma,
Chemlal et Takesrit) ont été étudiées. Les résultats obtenus montrent que la maturation et la
variété sont deux facteurs qui influencent significativement la quantité et la qualité¢ des
composés phénoliques de 1’huile d’olive. Au cours de la maturation, toutes les variétés ont
enregistré une diminution de la fraction phénolique et qui varie en fonction de la variété.
Chemlal a enregistré la plus basse diminution. Le deuxiéme volet de cette étude concerne la
caractérisation du profil en composés phénoliques par HPLC d’une dizaine de variétés de
I’huile d’olive vierge (Aghenfas, Akerma, Blanquette de Guelma, Bouchouk Soummam,
Bouricha, Chemlal, Chemlal Tazmalt, Ferkani, Limli, Neb Djemel et Tabelout) et la
détermination de [’activit¢ antioxydante et antibactérienne des extraits méthanoliques des
huiles. Les résultats montrent que la variété Neb Djemel se distingue par les teneurs les plus
¢levées en polyphénols et ortho-diphénols suivie des variétés Bouricha et Blanquette de
Guelma. L’analyse par HPLC de la composition en polyphénols des échantillons d’huiles
d’olive nous révele une composition qualitative similaire en composés phénoliques
individuels, mais différente d’un point de vue quantitatif, ce qui nous a permet de faire une
distinction variétale. Les variétés Bouricha et Blanquette de Guelma se montrent trés
performantes avec une bonne activité réductrice, les meilleurs pouvoirs antiradicalaires
(DPPH, ABTS™) des extraits phénoliques et les plus faibles ICso du radical ABTS™.
L’¢évaluation de I’activité antibactérienne des extraits méthanoliques des huiles d’olive révele
encore que les variétés Bouricha et Blanquette de Guelma sont les plus actives sur toutes les
souches bactériennes testées. Les extraits des huiles étudiées présentent une activité
antibactérienne, particuliérement, intéressante contre Staphylococcus aureus et Bacillus
subtilis avec des diamétres de zone d’inhibition les plus élevés et des (CMI) et (CMB) les plus
faibles. Les résultats de ce travail montrent clairement que I’huile d’olive vierge algérienne

est une source de composés phénoliques doués d’activité antioxydante et antibactérienne.

Mots clés: Huile d’olive, composés phénoliques, HPLC, variété, maturation, activité

antioxydante, activité antibactérienne.
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ABSTRACT

The first aspect of this work consists to estimate the evolution of olive oil phenolic
compounds during the olive ripening process by colorimetric and HPLC methods. Four
varieties (Boughenfous, Blanquette de Guelma, Chemlal and Takesrit) were investigated. The
results showed that both maturation and variety significantly influence the quantity and the
quality of olive oil phenolic compounds. During the maturation, all varieties registered a
decrease of phenolic fraction and the decrease differed according to variety. Chemlal had the
least important decrease. The second section of this study concerns the characterization of
phenolic profile by HPLC of tenth virgin olive oil varieties (Aghenfas, Akerma, Blanquette de
Guelma, Bouchouk Soummam, Bouricha, Chemlal, Chemlal Tazmalt, Ferkani, Limli, Neb
Djemel and Tabelout) and the determination of antioxidant and antibacterial activities of
methanolic extracts of oil. Neb Djemel variety is distinguished by the highest levels in
polyphenols and ortho-diphenols followed by Bouricha and Blanquette de Guelma. The
analysis of the methanolic extracts of oil samples by HPLC reveals a similar qualitative
composition of individual phenolic components but a different quantitative composition,
which allowed establishing a varietal distinction. Bouricha and Blanquette de Guelma
varieties are very efficient with a good reducing power, the best antiradical activities (DPPH,
ABTS'+) of phenolic extracts and least ICs of ABTS" radical. The methanolic extracts of
Bouricha and Blanquette de Guelma showed the best antibacterial activities on all bacterial
strains used. The oil extracts used in the present study exhibit an interesting antibacterial
activity against Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis with the highest diameter of
inhibition zone and the least CMI and CMB. The results of this work show clearly that
Algerian virgin olive oil is a source of phenolic compounds endowed with antioxidant and
antibacterial activities.

Key words: Olive oil, phenolic compounds, HPLC, variety, antioxidant activity, antibacterial

activity.
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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Le régime alimentaire méditerranéen est associé avec une faible incidence de maladies
cardiovasculaires, d’athérosclérose, de maladies neurodégénératives et de certains types de
cancer. Les bienfaits sur la santé de ce régime ont été partiellement associés a la
consommation de I’huile d’olive vierge par les populations méditerranéennes (Cicerale et al.,
2010). Les effets bénéfiques de I’huile d’olives vierge ont été attribuées a sa teneur élevée en
acides gras monoinsaturés, particulierement I’acide oléique, et ses composés mineurs tels que

les composés phénoliques, les tocophérols et les caroténoides (Visioli et Galli, 1998).

Au cours de ces derniéres années, I’intérét porté sur les composés phénoliques de I’huile
d’olive a augmenté a cause de leurs activités biologiques potentielles, jouant ainsi un role
important dans la santé humaine. Ils constituent une large classe de métabolites secondaires,
qui sont des dérivés d’oleuropéine et de ligstroside (Bravo, 1998; Ryan et al., 2002a). lls
contribuent aussi a la flaveur, a la stabilité et a la valeur nutritionnelle de I’huile (Perrin,
1992).

Plusieurs études ont démontré la capacité antioxydante des polyphénols de I’huile
d’olive (Visioli et al., 2002; Servili et al., 2009). En plus de I’inhibition de la peroxydation
des lipides, les composés phénoliques piegent les radicaux libres et par conséquent protegent
le corps humain (Cicerale et al., 2009).

En outre, beaucoup de travaux de recherche ont montré que les polyphénols de I’huile
d’olive ont une haute activité antimicrobienne contre un large spectre d’especes pathogenes
(Medina et al., 2006; Karaosmanoglu et al., 2010). L’oleuropéine (Bisignano et al., 1999;
Furneri et al., 2004) et I’hydroxytyrosol (Bisignano et al., 1999) inhibent ou ralentissent la
croissance de plusieurs bactéries. La maitrise des infections bactériennes devient complexe du
fait de I’émergence de bactéries résistantes aux antibiotiques. De nombreux cas de bactéries
multirésistantes sont rapportés en Algérie (Bouzenoune et al.,, 2009), pour cela le
développement de nouveaux agents thérapeutiques s’avéere indispensable pour lutter contre ce

phénomene.

La teneur de I’huile d’olive en composés phénoliques dépend de plusieurs facteurs,
comme la variété, les conditions climatiques, le degré de maturation des olives et la
technologie d’extraction de I’huile (Servili et al., 2004). Nombreux travaux de recherche sont

consacrés a I’étude de I’influence des ces différents facteurs sur la fraction phénolique de
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I’huile d’olives. D’autres études se sont focalisées sur la détermination du profil en composés
phenoliques de I’huile d’olive vierge par différentes techniques d’analyse, notamment par
HPLC (Montedoro et al., 1992; Rovellini et al., 1997; Owen et al., 2000; Bendini et al.,
2003; De La Torre-Carbot et al., 2005; Rovellini, 2008; Bubonja-Sonje et al., 2011). Un autre
volet de recherche tres important sur les polyphénols de I’huile d’olive concerne I’étude de

leurs différentes propriétés biologiques.

La culture de I’olivier revét une importance non négligeable pour I’Algérie. Elle couvre
plus de 200.000 ha et représente 49% du verger arboricole national. Cette oléiculture est
localisée principalement en Kabylie et dans la région oranaise. Le nombre d’arbres plantés est
estimé a 32 millions, avec une production moyenne, de 39800 tonnes (soit 1,4% de la
production mondiale) de 2003 a 2009 (COI, 2009). L’oléiculture algérienne est caractérisee
par une large gamme de variétés dont une collection (36 variétés) existe au niveau de I’institut
technique d’arboriculture fruitiere et de la vigne de la wilaya de Bejaia. Cette wilaya est
considérée comme le premier bassin oléicole national, avec plus de 50000 hectares de vergers
et 4 millions d’arbres. Les variétés les plus répandues dans cette willaya sont Chemlal, Limli,

Azeradj et Takesrit.

Malgre la vocation oléicole de I’Algérie et la richesse de son patrimoine oléicole, les
travaux de recherche dans ce domaine restent limités, par rapport a la Tunisie et au Maroc.
Cette étude sur les composés phénoliques des huiles d’olives algériennes en termes de
caractérisation et de détermination des propriétés biologiques s’inscrit parmi les premiers

travaux dans ce domaine.

L’objectif général de ce travail consiste a identifier la fraction phénolique des huiles
d’olives algériennes et a déterminer leurs éventuelles propriétés antioxydantes, en utilisant
différentes techniques (DPPH, ABTS et H,0,), et antimicrobiennes. Nous avons également
étudié I’influence de deux paramétres a savoir la variété et le stade de maturation des olives

sur les composés phénoliques de I’huile d’olive.

Cette présente thése est subdivisée en deux parties: la synthése bibliographique et
I’étude expérimentale. La partie bibliographique comporte trois chapitres :
+ Le premier chapitre traite I’huile d’olive;
+ Le deuxieme est consacré a I’étude des composés phénoliques de I’huile d’olive;
+ Le troisiéme traite les facteurs influencant les composés phénoliques de I’huile

d’olive.
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La partie expérimentale, quant a elle, est subdivisée en deux chapitres :

+ Le premier porte sur I’étude de I’évolution des composés phénoliques de I’huile
d’olive vierge durant la maturation des olives de quatre variétés (Boughenfous,
Blanquette de Guelma, Chemlal et Takesrit) récoltées durant la compagne oléicole
2006/2007,;

+ Le deuxiéme est consacré a I’étude de I’activité antioxydante et antibactérienne des
extraits phénoliques d’une dizaine de variété de I’huile d’olive vierge (Aghenfas,
Akerma, Blanquette de Guelma, Bouchouk Soummam, Bouricha, Chemlal, Chemlal
Tazmalt, Ferkani, Limli, Neb Djemel et Tabelout) récoltées durant la compagne
2008/2009.



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE




Partie bibliographigue Chapitre I: Huile d’olive

CHAPITRE | : HUILE D’OLIVE

1.1. Définition

On désigne par I’huile d’olive vierge toute huile extraite du fruit de 1’olivier (Olea
europaea L.) uniquement par des procédés mécaniques ou d’autres procédés physiques et
dans des conditions, notamment thermiques, n’entrainant pas d’altération de I’huile, a
I’exception des huiles obtenues par solvant ou par des procédés de réestérification et de tout
mélange avec des huiles d’autre nature. L huile d’olive vierge ne doit avoir subi aucun autre

traitement que le lavage, la décantation, la centrifugation et la filtration (COI, 2003).
1.2. Les categories de I’huile d’olives vierge

L’huile d’olive vierge comprend diverses appellations: vierge extra, vierge ou vierge
fine, vierge courante et vierge lampante (Perrin, 1992). L’appartenance a une catégorie est
définie en fonction de I’évaluation de quelques paramétres de qualité de 1’huile d’olive a
savoir : 1’acidité¢, 1’indice de peroxyde, I’absorbance dans 1’UV et les caractéristiques

organoleptiques (Christopoulou et al., 1995; Fedeli, 1999).

Les différentes catégories d’huile d’olive vierge ainsi que les limites des critéres de

qualité établies par le COI (2003), sont représentées dans le tableau I.

Tableau | : Les différentes catégories d’huile d’olive vierge et leurs critéres de qualité

(COI, 2003).
Huile Huile d’olive Huile d’olive Huile d’olive Huile d’olive
Parametre vierge extra vierge vierge vierge lampante
courante
Caractéristiques
organoleptiques
-Fruité Me >0 Me >0 Me=0 -
-Defaut Me =0 0<Me<25 | 2,5<Me<6,0 Me > 6,0
Acidité libre (%
d’acide oléique) <0,8 <2 <33 >33
Indice de peroxyde
(méq O,/KQ) <20 <20 <20 Non limité
Extinction
spécifique (UV)
-Kosz <25 <26 - -
-Karo <022 <0,25 <03 -
- Me : Médiane
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1.3. La composition de I’huile d’olive

La composition chimique de I’huile d’olive (Olea europaea L.) dépend largement de la
variété du fruit, des conditions agronomiques, du degré de maturité, des procédés d’extraction

et des conditions de stockage (Cichelli et Pertesana, 2004).

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

saponifiable et la fraction insaponifiable.
1.3.1. La fraction saponifiable

La fraction saponifiable est constituée d’acides gras et de leurs dérivés (acylglycérols,
phosphatides). Elle représente environ 99% de I’huile et lui confére la plupart de ses

caractéristiques physiques, chimiques et métaboliques (Ryan et al., 1998).
a) Lesglycérides

Les triglycérides sont les composants majoritaires de 1’huile d’olive (95,4 %), les
diglycérides ne représentent qu’environ 1-2,8 % (Zarrouk et al., 1996; Boskou et al., 2006).
Les principaux triglycérides de 1’huile d’olive sont : la trioléine « OOO » (40 a 60 %), la
dioléopalmitine « POO » (10 a 20 %), la dioléolinoléine « OOL » (10 a 20 %), la
palmitooléolinoleine « POL » (5 a 7 %) et la dioléostéarine « SOO » (3 a 7 %) (Ryan et al.,
1998; Boskou et al., 2006).

b) Les acides gras

La composition en acides gras totaux est un parametre de qualité et d’authenticité des
huiles d’olives. Cette composition est trés variable et dépend de la variété, du climat et de la
région de production, de I’année et la période de récolte ainsi que des techniques d’extraction
et des conditions de stockage (Zarrouk et al., 1996; Ait Yacine et al., 2002). Comparée a
d’autres huiles végétales, I’huile d’olive est caractérisée par sa richesse en acides gras
monoinsaturés et présente de faibles teneurs en acides gras saturés (Ajana et al., 1998; Salas

et al., 2000; Keceli et Gordon, 2001).

De toutes les huiles végétales, 1’huile d’olive est celle qui présente le plus fort rapport
acides gras monoinsaturés/acides gras polyinsaturés. Cette particularité confére a 1’huile

d’olive une plus grande stabilité a 1’auto-oxydation (Perrin, 1992; Baccouri et al., 2008).

L’huile d’olive présente un profil en acides gras (tableau II) dominé par 1’acide oléique
(C18: 1) présent en grande quantité (55 a 83 %) et renferme des teneurs moindres en acide

linoléique (C18: 2), en acide palmitique (C16: 0) et en acide stéarique (C18: 0). Les acides

5
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palmitoléique (C16 :1), linolénique (C18 :3) et arachidique (C20 :0) sont présents en faibles
quantités (Ryan et al., 1998).

Tableau Il : Composition de I’huile d’olive en acides gras (COI, 2003).

Acides gras Symboles | Limite de variabilité (%0)
Acide myristique Cl4:0 <0,05
Acide palmitique Cl16:0 7,5-20,0
Acide palmitoléique Cl6: 1 0,3-3,5
Acide heptadécanoique Cl17:0 <0,3
Acide heptadécénoique Cl7:1 <0,3
Acide stéarique Cl18:0 0,5-5,0
Acide oléique Cl8:1 55,0 -83,0
Acide linoléique Cl18:2 3,5-21,0
Acide linolénique C18:3 <1,0
Acide arachidique C20:0 <0,6
Acide gadoléique C20:1 <04
Acide béhénique C22:0 <0,2
Acide lignocérique C24:0 <0,2

1.3.2. La fraction insaponifiable

Cette fraction, dénommée constituants mineurs, représente environ 2 % de la
composition totale de 1’huile d’olive et comptent plus de 230 composés différents (Visioli et

Galli, 1998).
1.3.2.1. Les stérols

Les stérols représentent les constituants majeurs de la fraction insaponifiable de 1’huile
d’olive (20%) et sont présents sous forme libre et estérifiée avec les acides gras (Phillips et
al., 2002). Les principaux stérols de I’huile d’olive sont le B-sitostérol (75% a 90%), le A-5-
avenastérol et le campestérol. D’autres stérols sont également présents a 1’état de traces, a
savoir : le cholestérol, le A-7-stigmastérol, le A-7- avenastérol et le campestanol (Boskou et

al., 2006).
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Les teneurs en stérols de I’huile d’olive varient de 1000 a 3000 mg/Kg (Ryan et al.,
1998; Matos et al., 2007). Ces teneurs varient en fonction de la variété, de la maturité des
olives (Ajana et al., 1998; Pardo et al., 2007) et de I’origine géographique des olives (Ben
Temime et al., 2008).

Les stérols de I’huile d’olive, en particulier, le B-sitostérol et le A-5-avenastérol, sont

doués de propriétés antioxydantes ( Ben Tekaya et Hassouna, 2005).

Plusieurs travaux ont signalé que la composition de la fraction stérolique constitue un
paramétre important dans la détection d’adultérations des huiles (Phillips et al., 2002;
Velasco et Dobargane, 2002; Garcia-Gonzalez et al., 2007; Pardo et al., 2007)

1.3.2.2. Les composés aromatiques

Plus de cent composés contribuent a I’arome délicat et unique de I’huile d’olive. Ces
composés proviennent des fruits et ils sont incorporés a I’huile durant le broyage et le
malaxage des olives (Salas et al., 2000; Angerosa et al., 2001). Ils sont constitués d’un
mélange de composés volatils tels que les hydrocarbures, les aldéhydes, les alcools, les
cétones, les furanes et les esters, qui sont des molécules de faible poids moléculaire (Vichi et

al., 2003; Luna et al., 2006).

Ils sont principalement générés par la voie de lipoxygénase par oxydation des acides
gras polyinsaturés (les acides linoléique et linolénique), ce qui conduit a la formation des
principaux aldéhydes en Cg, des alcools et des esters dans I’huile d’olive (Sanchez et
Harwood, 2002). D’autres composés volatiles se forment durant le métabolisme des acides
gras et des acides aminés (désamination) aboutissant a la production des acides acétique et

propionique, d’aldéhydes, d’alcools et d’esters (Luna et al., 2006).

La teneur en composés volatils dépend étroitement de I’activité des enzymes de la voie
de la lipoxygénase et varie selon le cultivar, le degré de maturité des olives, le stockage des
olives, ’opération de lavage, le temps et la température du malaxage, les conditions

climatiques et 1’état sanitaire des olives (Miliauskas et al., 2004; Runcio et al., 2008).
1.3.2.3. Les tocophérols

Les tocophérols se présentent sous quatre formes (a, B, y et 8) qui se différent entre elles
par le nombre et la position des groupements méthyles fixés sur le noyau aromatique (Soulier

et Farines, 1992). Les tocophérols de I’huile d’olive se trouvent libres ou estérifiés, I’a
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tocophérol, doté de la plus forte activité antioxydante, représentent plus de 95 % des

tocophérols totaux (Ryan et al., 1998).

Ils contribuent a la stabilité oxydative et aux qualités nutritionnelles de I’huile d’olive
(Ryan et al., 1998 ; Gimeno et al., 2002). En effet, ils exercent une activité antioxydante par
rupture de la chaine radicalaire lors des étapes de propagation de 1’oxydation lipidique,
comme ils peuvent prévenir 1’action de 1’oxygene singulet, initiateur de la péroxydation des

lipides (Psomiadou et Tsimidou, 2002a; Ben Tekaya et Hassouna, 2005).

Les teneurs en tocophérols, généralement rapportées pour une huile d’olive d’une bonne
qualité, varient de 100 a 300 mg/Kg (Perrin 1992; Allalout et al., 2009). Ces teneurs varient
en fonction de plusieurs facteurs dont la variété de 1’olive et sa maturité ainsi que les
conditions et la durée de la conservation de I’huile (Assmann et Wahrburg, 1999; Gimeno et

al., 2002).
1.3.2.4. Les pigments

La couleur de I’huile d’olive est un parameétre de qualité qui dépend de sa composition
en pigments (Roca et Minguez-Mosquera, 2001; Beltran et al., 2005). Ils sont responsables de

la couleur verdatre a jaune de 1’huile d’olive (Cichelli et Pertesana, 2004).

Deux groupes de pigments sont identifiés dans 1’huile d’olive, ceux qui sont présents
naturellement dans le fruit d’olive : chlorophylle a et b, lutéine, B-caroténe, anthéraxanthine,
violaxanthine et neoxantine et ceux qui se forment durant le processus d’extraction de 1’huile
d’olive : phéophytine a et b, lutéoxanthine, auroxanthine et mutatoxanthine (Minguez-

Mosquera et al., 1990; Gandul-Rojas et Minguez-Mosquera, 1996a; Criado et al., 2007).
a) Les chlorophylles

Les chlorophylles représentent un groupe de tetrapyroles a magnésium, leurs teneurs
varient de 0 a 20 ppm et elles sont responsables de la nuance verdatre de I’huile d’olive

(Gandul-Rojas et Minguez Mosquera, 1996a).

Les chlorophylles a et b sont naturellement présentes dans les olives fraiches; les
phéophytines a et b présentent 40 a 80% des chlorophylles totaux de 1’huile et sont formées
durant les étapes de broyage et le malaxage suite a la libération d’acides (Minguez-Mosquera
et al., 1990; Criado et al., 2007). En effet, au cours de 1’extraction de I’huile, la libération
d’acides provoque une perte en chlorophylles a et b, par transformation en phéophytines a et b

suite a la perte du Mg~ (Minguez-Mosquera et al., 1990).
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En présence de lumicére, les chlorophylles et les phéophytines ont une activité pro-
oxydante, en induisant a la formation de 1’oxygene singulet qui promeut la premiere phase

du processus d’auto-oxydation (Minguez-Mosquera et al., 1990; Cichelli et Pertesana, 2004).

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

anthocyanes.
b) Les caroténoides

Les principaux caroténoides dans 1’huile d’olive sont la lutéine, le B-caroténe et les
xanthophylles suivantes : néoxanthine, violaxanthine, lutéoxanthine, anthéraxanthine,
mutatoxanthine et beta-cryptoxanthine (Ryan et al., 1998; Mateos et Garcia-Mesa, 2000).
Leur teneur dans I’huile d’olive dépend de la variété, du degré de maturité, des conditions
environnementales, du procédés d’extraction et des conditions de stockage (Criado et al.,
2004; Giuffrida et al., 2007). Cette teneur oscille entre 1 a 100 ppm, avec une prédominance
de la lutéine et du P-carotéene (Minguez-Mosquera et al., 1991; Psomiadou et Tsimidou,

2001).

Les caroténoides possédent une activité antioxydante (Soulier et Farines, 1992;
Salvador et al., 2001; Giuffrida et al., 2007). Ils exercent un effet inhibiteur sur la
photooxydation en désactivant I’oxygene singulet induit par les pigments chlorophylliens

(Perrin, 1992; Kiritsakis et Osman, 1995).
1.3.2.5. Les hydrocarbures

Deux hydrocarbures sont présents en quantité considérable dans I’huile d’olive : le B-
caroténe et le squaléne. Ce dernier est un terpéne insaturé (isoprénoide) et constitue le
composé majoritaire des hydrocarbure (plus de 90%). Sa teneur varie de 200 a 7500 mg/Kg
d’huile (Perrin, 1992).

Le squaléne, précurseur de synthéses des stérols, est caractérisé par une stabilité élevée
sous des conditions d’autooxydation et contribue ainsi a la stabilité¢ de I’huile aprés exposition

a la lumiéere (Psomiadou et Tsimidou, 2002b).
1.3.2.6. Les composés phénoliques

L’huile d’olive renferme plus de 30 composés phénoliques (Visioli et Galli, 1994; Tuck

et Hayball, 2002). Ce sont des substances naturelles qui conférent a I’huile d’olive des
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propriétés organoleptiques et contribuent a la bonne stabilit¢ de 1’huile a 1’auto-oxydation

(Perrin, 1992; Ollivier et al., 2004; Tura et al., 2007).

Les composés phénoliques de 1’huile d’olive appartiennent a diverses familles : acides
et alcools phénoliques, sécoiridoides, lignanes, flavonoides, etc. (Ninfali et al., 2001). Ils sont
soit liés, etherfiés ou estérifiés avec les glycosides (Perrin, 1992; Dhifi et al., 2006) soit a
I’¢état libre suite a des réactions d’oxydation et d’hydrolyse au sein de ces composés au cours
de la maturation du fruit, ou lors du processus de I’extraction (Vazquez-Roncero, 1978;

Tsimidou, 1998; Dhifi et al., 2006).
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CHAPITRE IlI: COMPOSES PHENOLIQUES DE L’'HUILE D’OLIVE

L’huile d’olive est quasiment la seule huile contenant des quantités notables de
substances phénoliques naturelles, ces composés conférent a I’huile son gott si particulier, a
la fois ameére et fruité (Perrin, 1992). Ces composés appartiennent a diverses familles
(Ollivier et al., 2004) et ils constituent un mélange complexe de composés avec différentes
structures chimiques (Boskou, 2009). Selon Bendini et al. (2007), les dérivés de 1’oleuropéine

sont majoritaires dans les huiles d’olive vierges.
2.1. La classification et la structure chimique

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des substances a noyau benzénique avec
un ou plusieurs groupements hydroxyles. Leur classification est basée sur le nombre et la
nature des substituants (Tsimidou, 1998). L’huile d’olive vierge comporte plusieurs classes de
composés phénoliques tels que les acides phénoliques, les alcool phénoliques, les hydroxy-

isochromanes, les flavonoides, les sécoiridoides et les lignanes (Servili et al., 2004).
2.1.1. Les acides phénoliques

C’est le premier groupe de composés phénoliques qui a ét¢ identifi¢ dans 1’huile d’olive
vierge par Montedoro en 1972 et Vasquez-Roncero en 1978 (Servili et al., 2004). Selon
Bendini et al. (2007), plusieurs acides phénoliques (tableau III) ont été identifiés et quantifiés
dans I’huile d’olive vierge avec de faibles teneurs (< 1 mg/Kg). Ils présentent deux structures

de base : hydroxybezoique et hydroxycinnamique.

- Dérivés hydroxybenzoiques dont la structure de base est C6-Cl, ils incluent I’acide
benzoique, ’acide p-hydroxbenzoique, 1’acide protocatechuique, 1’acide gallique, ’acide

vanillique, I’acide gentisique et ’acide syringique (Ramirez-Tortosa et al., 2006).

- Dérivés hydroxycinnamiques dont la structure de base C6-C3, ils incluent 1’acide p-
coumarique, I’acide 0-coumarique, 1’acide caféique, I’acide ferulique et 1’acide sinapique

(Ramirez-Tortosa et al., 2006).

A coté de ces deux structures de base, Carrasco-Pancorbo et al. (2005a) ont décrit
d’autres  composés : I’hydroxyphénylacétiques (C6-C2) tels que I’acide 4-
hydroxyphénylacétique et D’acide homovanillique; le DOPAC (acide 3.4-
dihydrophénylacétique) et le 4-(acétoxy-ethyl)-1,2-dihydroxybenzene.

11
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Tableau 111 : Structures chimiques des acides phénoliques présents dans 1’huile

d’olive (Bendini et al., 2007).

Composé Substituant Structure

Dérivés hydroxybenzoiques
- Acide 3-hydroxybenzoique -3-OH
- Acide p-hydroxybenzoique - 4-OH iy
- Acide 3,4-dihydroxybenzoique _3.4-0H 4QCGDH
- Acide gentisique -2,5-OH 3 2
- Acide gallique -3.4,5-OH
- Acide vanillique - 3-OCHs, 4-OH
- Acide syringique -3,5-OCHs, 4-OH

Dérivés hydroxycinnamiques
- Acide p-coumarique - 4-OH
- Acide 0-coumarique - 2-OH A % _COCH
- Acide caféique - 3,4-OH 4@(\/
- Acide ferulique - 3-OCH3;, 4-OH 3 2
- Acide sinapique - 3,5-OCH3, 4-OH

Autres acides phénoliques [ ;!
- p-hydroxyphénylacétique -4-OH
- 3,4-dihydroxyphénylacétique - 3,4-OH 1 BeoH
- 4-hydroxy-3-methoxyphénylacétique | - 3-OCH3,4-OH 3 2

2.1.2. Les sécoiridoides

Ce sont des composés abondants dans les Oleaceae et ils sont caractérisés par la
présence de d’acide élénolique dans ses formes glucosidique ou aglyconique dans leur
structure moléculaire. En particulier, ils sont formés d’un alcool phenylethlyl (hydroxytyrosol
ou tyrosol), de I’acide ¢élénolique et, éventuellement, d’un résidu glucosidique. L’oleuropéine
est un ester d’hydroxytyrosol (3,4-DHPEA) et du glucoside de I’acide ¢lénolique (EA) (Amiot
et al., 1986; Montedoro et al., 1993).

Les sécoiridoides de I’huile d’olive vierge dans les formes aglyconiques résultent des
glycosides des fruits d’olives par hydrolyse réalisée par la B-glucosidase endogene durant le

broyage et le malaxage (Tsimidou, 1998).
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Les sécoiridoides sont les composés phénoliques prévalents dans I’huile d’olive vierge,
ils dérivent de I’oleuropéine, du démethyloleuropéine et du ligstroside, les plus abondants
sont la forme dialdéhydique de 1’acide décarboxymethyl élénolique 1ié¢ a I’hydroxytyrosol et
au tyrosol (p-HPEA) nommés respectivement 3,4-DHPEA-EDA et p-HPEA-EDA et
I’isomére de 1’oleuropéine aglycone (3,4-DHPEA-EA) (tableau 1V). Ces composés ont été
identifiés pour la premiere fois en 1992 et leurs structures chimiques ont été assignées en

1993 par Montedero et collaborateurs (Servili et al., 2004).

Les aglycones de ’oleuropéine et du ligstrosides ainsi que leurs formes dialdehydiques
ont été détectés comme phénols mineurs de 1’huile d’olive vierge. Ces composés sont des
structures intermédiaires de transformation biochimique des sécoiridoides glucosides du fruit
d’olive tels que I’oleuropéine, le démethyloleuropéine et le ligstroside vers des dérivés
aglycones finals correspondant au 3,4-DHPEA-EDA a partir de [D’oleuropéine et du
démethyloleuropéine et au p-HPEA-EDA a partir du ligstroside, respectivement (Servili et al.,
2004).

Tableau 1V : Structures chimiques des sécoiridoides présents dans I’huile d’olive

(Servili et al., 2004; Medina et al., 2006).

Composé Substituant Structure

- Forme dialdehydique du R,

décarboxyméthyl R;-OH
oleuropéine aglycone ou u

(3,4-DHPEA-EDA)
. . CHO

- Forme dialdehydique du R;-H Me

décarboxyméthyl CHO

ligstroside aglycone ou
(p-HPEA-EDA)

- Oleuropéine aglycone ou R,-OH

R,
(3,4 DHPEA-EA) Hojg/\‘ﬂ Me
- Ligstroside aglycone ou R,-H o
(p-HPEA-EA) Me S
OH
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2.1.3. Les alcools phénoliques

Les principaux alcools phénoliques présents dans 1’huile d’olive sont I’hydroxytyrosol
« (3,4-dihydroxyphenyl)éthanol ou (3,4-DHPEA) » et le tyrosol « (p-hydroxyphenyl)éthanol
ou (p-HPEA) » (figure 1); leur concentration est généralement basse dans les huiles d’olive
fraiches mais augmente durant le stockage de I’huile (Montedoro et al., 1992). Cette
augmentation est due au mécanisme d’hydrolyse des sécoiridoides qui entraine la libération

de I’hydroxytyrosol et du tyrosol (Tsimidou, 1998).

Bianco et al. (1998) ont identifié la forme glucosidique de 1I’hydroxytyrosol dans I’huile
d’olive vierge. La forme acétate de I’hydroxytyrosol (Brenes et al., 1999) et du tyrosol

(Matéos et al., 2001) ont été aussi identifiées dans I’huile d’olive vierge.

HO

OH OH
HO HO

Hydroxytyrosol Tyrosaol

Figure 1: Structures chimiques des principaux alcools phénoliques présents dans 1’huile

d’olive (Pirisi et al., 2000).

2.1.4. Les flavonoides

Les flavonoides aglycones sont subdivisés en flavones, flavonols, flavanones et
flavanols dépendant de la présence d’un carbone carbonylé en C-4, un groupement OH en C-
3, une liaison saturée entre C-2 et C-3 et une combinaison non carbonylée en C-4 avec un

groupement OH en C-3, respectivement (Bendini et al., 2007).

La lutéoline et I’apigénine (tableau V) sont des flavones qui ont été décrits dans les
huiles d’olive italienne par Rovellini et al. (1997). Ce sont, respectivement, des dérivées de la
rutine ou de la lutéoline 7-glucoside et de ’apigénine glucoside (Brenes et al., 1999). Leurs
positions dans le chromatogramme des extraits phénoliques de 1’huile d’olive ainsi que leur
quantification ont été réalisé pour la premiére fois pour les huiles espagnoles par Brenes et al.

(1999).

14



Partie bibliographique Chapitre I1: Composés phénoligues de I’huile d’olive

En 2004, Carrasco-Pancorbo et collaborateurs ont identifié un flavonol dans I’huile

d’olive vierge espagnole et qui est nommé la (+)-taxifoline.

Tableau V: Structures chimiques des flavonoides présents dans I’huile d’olive

(Carrasco-Pancorbo et al., 2005b).

Composé Substituant Structure

- Apigénine R-H

- Lutéoline R-OH

- (+)-Taxifoline

2.1.5. Les lignanes

C’est le dernier groupe de phénols identifi¢ dans I’huile d’olive vierge. Brenes et al.
(2000) et Owen et al. (2000) ont isolé et caractérisé le (+)-1-acétoxypinoresinol, le (+)
pinorésinol et le (+)-1-hydroxypinorésinol (figure 2) comme les lignanes les plus fréquents

dans les huiles d’olive vierges.

R-H: (+)-Pinorésinol

R-OCOCHs;: (+)-1-Acétoxypinorésinol

R-OH: (+)-1-Hydroxypinorésinol

Figure 2 : Structures chimiques des lignanes présents dans 1’huile d’olive
(Bendini et al., 2007).
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Selon Owen et al. (2000), la quantité de lignanes dans I’huile d’olive vierge peut étre

supérieure a 100 mg/Kg avec plusieurs variations entre les huiles.
2.1.6. Les hydroxy-isochromanes

C’est grace aux travaux de Bianco et al. (2001) qu’une nouvelle classe de composés
phénoliques de 1’huile d’olive vierge a été trouvée. Il s’agit des hydroxy-isochromanes : le I-
phenyl-6,7-dihydroxy-isochromane et le 1-(3'-methoxy-4'-hydroxy)phenyl-6,7-dihydroxy-
isochromane (figure 3). Selon ces auteurs, ces deux composés dérivent des réactions de
condensation de 1I’hydroxytyrosol avec le benzaldehyde et la vanilline respectivement. Les
teneurs en ces composés dans 1’huile d’olive vierge sont treés basses et extrémement variables,
allant de 8 a 1400 ng/Kg pour le 1-phenyl-6,7-dihydroxy-isochromane et de 20 a 390 ng/Kg
pour le 1-(3 -methoxy-4"-hydroxy)phenyl-6,7-dihydroxy-isochromane.

En fait, durant 1’étape de malaxage de I’extraction de I’huile d’olive, les processus
hydrolytiques a travers 1’activité des glycosidases et des estérases augmentent la quantité de
I’hydroxytyrosol et des composés carbonyliques, favorisant ainsi la présence de tous les

composés nécessaires a la formation des dérivés isochromanes (Bianco et al., 2001).

Q

90he N
HO R4

OH

Ri, Ry-H:1-Phenyl-6,7-  Ri-OH, R,-OCHj3:1-(3’-Methoxy-4’
dihydroxyisochromane hydroxy) phenyl-6,7-dihydroxyisochromane

Figure 3 : Structures chimiques des hydroxy-isochromanes présents dans I’huile d’olive

(Bianco et al., 2001).
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CHAPITRE Il : FACTEURS INFLUENCANT LES COMPOSES
PHENOLIQUES DE L’HUILE D’OLIVE

La composition qualitative et quantitative des composés phénoliques de 1’huile d’olive
vierge est fortement influencée par les aspects agronomiques et environnementaux (variété,
maturation climat...) et par les conditions technologiques de production (Tovar ef al., 2001;

Servili et al., 2004; Fregapane et Salvador, 2013).

Plusieurs études sont menées dans 1’objectif de déterminer dans quelle mesure ces
différents facteurs influent sur les quantités et les profiles des différents composés

phénoliques de I’huile d’olive.
3.1. Les facteurs agronomiques et environnementaux
3.1.1. Lavariété

La composition phénolique du fruit d’olive est qualitativement affectée par le cultivar
(Brenes et al., 2002; Briante et al., 2002; Goémez-Alonso et al., 2002; Pinelli et al., 2003).
Amiot et al. (1986) ont noté qu’il ya une corrélation inverse entre la teneur en oleuropéine et
la taille des olives et inversement pour le verbascoside. Ces mémes auteurs ont signalé la
présence du démethyloleuropéine dans certaines variétés d’olives d’ou la suggestion d’utiliser

certaines composés phénoliques comme des marqueurs de I’origine génétique du fruit d’olive.

La variété de I’olive est I'un des principaux facteurs qui détermine la teneur et le profil
en composés phénoliques de 1’huile d’olive vierge (Fregapane et Salvador, 2013). Plusieurs
travaux de recherche ont signalé que la composition en polyphénols de I’huile d’olive est
largement influencée par le cultivar (Brenes et al., 1999; Cerretani et al., 2004; Ocakoglu et
al., 2009; Vekiari et al., 2010). Cette composition constitue une propriété intrinseéque de la
variété permettant la caractérisation variétale des huiles d’olives (Inglese, 1994; Cortesi et al.,

2000; Gomez-Alonso et al., 2002 ).

Une forte activité enzymatique de la L-phénylalanine ammonia lyase (PAL) est associée
a I’accumulation des composés phénoliques dans les olives et par conséquent dans 1’huile
(Tovar et al., 2002). D’aprés Artajo Medina (2006), une corrélation positive est observée
entre l’activité enzymatique de la L-phénylalanine ammonia lyase (PAL) et le taux de
polyphénols présents dans la pulpe des olives. La concentration en polyphénols totaux dans

I’huile d’olive est alors conditionnée par cette enzyme qui joue un réle important dans la
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désamination de la phénylalanine et sa conversion en acide trans-cinnamique impliqué dans la

synthése des composés phénoliques.

Selon le travail mené par Dhifi et al. (2006) sur quatre variétés d’huiles d’olive
tunisiennes cultivées dans la méme parcelle expérimentale, la teneur en polyphénols totaux
peut constituer un parameétre de distinction entre les quatre variétés. La différenciation
variétale est également relevée au niveau des teneurs en polyphénols individuels : Brenes et
al. (2002) ont noté des différences significatives dans la teneur en 1-acetoxypinorésinol entre
les variétés espagnoles Empeltre (94,2 mg/kg) et Picual (1,9 mg/kg). Ces auteurs ont suggéré
que la quantité de lignanes peut étre utilisée comme un marqueur variétal et ils ont rapporté
une méthode d’authentification de I’huile d’olive vierge produite a partir d’olives de la variété
Picual. Cette méthode est basée sur la trés faible teneur en (+)-1-acetoxypinorésinol dans les

huiles.

Goémez-Rico et al. (2008) ont réalisé une étude sur six variétés espagnoles appartenant a
une méme oliveraie, ils ont noté que les dérivés sécoiridoides de 1’hydroxytyrosol et du
tyrosol étaient la fraction phénolique majeure dans toutes les variétés étudiées, mais leur
distribution varie dans les différentes variétés étudiées. Pour Arbequina, Cornicabra,
Picolimon et Picual, les dérivés sécoiridoides d’hydroxytyrosol étaient les complexes de
phénols les plus importants, spécialement le 3,4-DHPEA-EDA, tandis que pour Morisca et
Picudo, les dérivés sécoiridoides du tyrosol constituaient les composés majeurs avec

principalement le p-HPEA- EDA.

Le cultivar parait donc étre un facteur déterminant sur la composition en polyphénols de
I’huile d’olive. Cette composition varie selon le patrimoine génétique du cultivar (Selvaggini

et al., 2006; Ortega-Garcia et Peragon, 2009).

Plusieurs auteurs ont suggéré que le profil en phénols peut étre utilisé pour classer les
huiles d’olive vierges en fonction de la variété du fruit (Brenes et al., 1999; Mateos et al.,
2001; Garcia et al., 2001; Gomez-Alonso et al., 2002). En effet, Goémez-Alonso et al. (2002)
ont propos¢ une classification variétale par le profil HPLC des composés phénoliques des
principales  variétés commerciales d’huile d’olive espagnole a savoir: Cornicabra,

Arbequina, Picual et Hojiblanca.
3.1.2. La maturation des olives

Le période de récolte appropriée est un facteur clé¢ dans la détermination de la balance

entre la quantité et la qualité de I’huile d’olive (Dagdelen et al., 2013).
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L’effet négatif de la maturation du fruit d’olive sur la concentration des composés
phénoliques de I’huile d’olive est particulierement clair (Servili et al., 2004). Brenes et al.
(1999) ont noté que les olives surmaturées donnaient des huiles avec les teneurs les plus
basses en composés phénoliques. Plusieurs auteurs ont signalé que la teneur de I’huile d’olive
en composés phénoliques diminue fortement au cours de la maturation des olives (Gimeno et

al., 2002; Rotondi et Magli, 2004; Gomez-Rico et al., 2008; Bengana et al., 2013).

En effet, au cours de la maturation des olives, I’activit¢ de I’enzyme PAL diminue
(Tovar et al., 2002) et I’activité des estérases et des glucosidases augmente (Ryan et al.,
2002a; Baccouri et al., 2008) entrainant ainsi une réduction des taux de polyphénols totaux.
D’apreés Ortega-Garcia et Peragon (2009), cette réduction peut étre aussi expliquée par

I’oxydation de composés phénoliques par la polyphénoloxydase.

La teneur en phénols individuels montre aussi une certaine variation au cours de la

maturation :

- La teneur en oleuropéine diminue au cours de la maturation suite a son hydrolyse par
des estérases engendrant ainsi 1’accumulation de démethyloleuropéine (Amiot et al., 1989
Caponio et al., 2001;Visioli et al., 2002; Rovellini et Cortesi, 2003). Ce dernier diminue

fortement dans les olives surmaturées (Amiot et al., 1989);

- L’oleuropéine et sa forme aglycone diminuent avec la progression de la maturation
(Caponio et al., 2001), ainsi que le décarboxymethyl oleuropéine aglycone (Bengana et al.,

2013);

- La concentration en hydroxytyrosol et tyrosol augmente, tandis que la concentration
en glucosides aglycones diminue avec la maturation (Brenes et al. 1999 ; Ryan et al., 1999a).
Dagdelen et al. (2013) ont signalé 1’augmentation de la teneur en hydroxytyrosol jusqu‘au
mois d’octobre puis suivi d’une diminution. Par contre, Jiménez ef al. (2013) ont enregistré
une diminution progressive de la teneur en hydroxytyrosol au cours de la maturation pour la

variété espagnole Picudo;

- Il ya une augmentation progressive de la teneur en lutéoline au cours de la maturation

(Brenes et al., 1999; Ryan et al. 1999a; Dagdelen et al., 2013; Jiménez et al., 2013);

- Il ya une diminution de la forme dialdéhydique des aglycones du ligstroside et une

augmentation du tyrosol (Dugo et al., 2004).
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Selon Boskou (2000), les olives saines récoltés lorsque la couleur de 1’épiderme change
du vert pale au marron foncé€, qui sont rapidement transportées au moulin, broyées et pressées
immédiatement avec un matériel propre a une température inferieure a 30°C conduisent a une

huile d’olive de haute qualité et riche en composés phénoliques.
3.1.3. L’irrigation

Plusieurs études ont signalé que la fraction phénolique de I’huile d’olive est affectée
significativement par le régime d’irrigation appliqué aux oliviers et que le stress hydrique
induit I’augmentation des teneurs en composés phénoliques des huiles (Patumi et al., 1999;
Motilva et al., 2000; Tovar et al., 2001; El Antari et al., 2002; Rotondi et Magli, 2004;
Aganchich ef al., 2008; Baccouri et al., 2009). En effet, I’activit¢ de L-phénylalanine
ammonia-lyase (PAL) est plus grande sous des conditions de stress hydrique (Patumi et al.,

1999; Tovar et al., 2002).

Le stress hydrique n’influence pas seulement la teneur totale en polyphénols, mais
¢galement leur profile et par conséquent les propriétés organoleptiques et la stabilité

oxydative de I’huile d’olive (Tovar et al., 2001).

Tovar et al. (2001) ont soumis de jeunes oliviers (6 ans) de la variété espagnole
Arbequina a des stratégies d’irrigation linéaire. Les résultats trouvés montrent la complexité
des processus biochimiques qui controlent la formation des composés phénoliques de 1’olive ;
les composés secoiridoides (3,4-DHPEA-EDA, p-HPEA- EDA et le 3,4-DHPEA-EA) ont
subit une diminution linéaire au cours de [I’irrigation. Concernant les phénols simples,
seulement la vanilline et le 3,4-DHPEA-AC ont été affectés par la quantité d’eau d’irrigation
appliquée aux oliviers. La teneur de la vanilline dans les huiles augmente, par contre le 3,4-
DHPEA-AC diminue avec l’augmentation de la quantit¢ d’eau d’irrigation appliquée.
Concernant les lignanes, leur teneur était plus basse dans les huiles issues des oliviers les

moins irrigués.

Romero et al. (2002) ont noté que la concentration des lignanes, de I’acide vanillique et
de la vanilline augmente dans les huiles issues des oliviers les plus irrigués. Cependant, les
dérivés secoiridoides augmente dans les huiles issues d’oliviers ayant subit le plus un stress

hydrique.
3.1.4. Le climat et la saison de récolte

Le climat a un impact majeur sur la teneur en composés phénoliques de I’huile d’olive

(Butinar ef al., 2006). Selon Cimato et al. (1992) cités par Visioli et Galli (1998), les olives se
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développant dans des climats plus chauds, malgré une maturation plus rapide, produisent des
huiles qui sont plus riches en phénols. Tovar et al. (2002) ont signalé que 1’activité de la PAL
augmente dans des conditions arides. L’influence des conditions climatiques et de la saison
de récolte sur les composés phénoliques de 1’huile d’olive a été étudiée par plusieurs auteurs
(Romero et al., 2003; Salvador et al., 2003; Morello et al., 2006; Ocakoglu et al., 2009;
Ilyasoglu et al., 2010 ).

Salvador et al. (2003) ont signalé 1’absence de différence significative de la teneur en
composés phénoliques totaux a travers cinq saisons de récolte pour la variété espagnole
Cornicabra. Par contre, plusieurs auteurs ont noté I’influence de la saison de récolte et des

conditions climatiques sur la fraction phénolique des huiles d’olive.

Selon Ilyasoglu et al. (2010), la saison de récolte peut affecter la composition chimique
de I’huile d’olive, spécialement les antioxydants. Cet effet peut étre attribué aux conditions
climatiques spécialement la pluie et la température approximatives durant la croissance et la
maturation des fruits d’olives. Ces auteurs ont signalé des différences significatives
concernant la teneur en phénols totaux de deux variétés turques Ayvalik et Memecik au cours
de deux saisons de récolte consécutives. Les teneurs en phénols totaux les plus élevées étaient
enregistrées pendant I’année qui semblait avoir les plus faibles pluies totales. Ce phénomene a
¢été aussi signalé par Vekiari et al. (2010) pour les variétés grecques Throumbolia et Koroneiki
qui ont enregistré des teneurs qui varient de 500 a 1000 mg/Kg. L’huile de la variété turque
Sariulak issue de la région de Karaman caractérisé par les plus faibles pluies avait montré la

teneur la plus élevée en polyphénols totaux (Arslan et al., 2013).

Au cours d’une étude sur quatre saisons de récolte consécutives, Romero et al. (2003)
ont signalé que le profile phénolique de I’huile d’olive est influencé principalement par les
taux de pluie. Morello et al. (2006) ont indiqué que les principales différences entre les
saisons de récolte concernent les dérivés sécoiridoides, la vanilline, le tyrosol, I’apigénine,
la Iutéoline et les lignanes. Ils ont noté une baisse du taux du 3,4-DHPEA-EDA pour la
variété Arbequina suite a 1’abaissement des températures (-5 °C) ce qui a induit une
congélation du fruit d’olive provoquant ainsi la rupture de sa paroi. La destruction des tissus
favoriserait 1’oxydation des composés phénoliques. Quant a Ocakoglu et al. (2009), en
travaillant sur six variétés d’huile d’olive turques et sur deux saison de récolte consécutives,
ont observé que le profile phénolique des huiles d’olives dépend largement de la saison de
récolte : ils ont not¢ que la présence ou l’absence de la vanilline et I’acide syringique

constituait un élément de discrimination important entre les deux saisons de récolte.
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3.1.5. L’origine géographique

La région de production du cultivar affecte significativement la concentration en
phénols totaux de I’huile d’olive des variétés espagnoles Cornicabra (Salvador ef al., 2003) et
Arbequina (Criado et al., 2004), des variétés italiennes Frontoio et Leccino (Ranalli et al.,
1997), de la variété tunisienne Chetoui (Ben Temime et al., 2006) et des variétés turques
(Ocakoglu et al ., 2009; Arslan et al., 2013). D’autres travaux de recherche ont montré que le
profile en composés phénoliques se trouve aussi affecté par 1’origine géographique de la

variété de I’huile d’olive (Garcia et al., 2002; Ocakoglu et al., 2009; Arslan et al., 2013).

Issaoui et al. (2010) ont travaillé sur deux variétés tunisiennes Chemlali et Chetoui

dans deux région différentes ; le nord et le sud de la Tunisie, ils ont noté :

- I’effet de la région géographique de culture sur les phénols totaux était clairement observé a

cause des différents comportements exhibés par chaque variété.

- les cultures du nord produisaient des huiles avec une teneur plus élevée en phénols totaux

en comparaison avec les huiles issues du sud de la Tunisie.

- les cultures du nord avaient la concentration la plus élevée en o-diphénols ; d’ou les variétés
implantées a une altitude plus élevée produisaient des phénols en quantités plus grandes que

celles implantées a une altitude plus basse.

Des réponses différentes aux conditions environnementales ont été¢ enregistrées pour
deux variétés d’olive italiennes (Frontoio et Leccino) implantées dans deux régions
d’Espagne. Frontoio produisait des huiles plus riches en polyphénols dans la région de Cabra,
par contre, Leccino avait montré des teneurs plus élevées en phénols dans la région de
Mengibar. Les deux variétés ont enregistrées des teneurs en polyphénols plus élevées en

Espagne par rapport a leur pays d’origine qui est 1’Italie (Aguilera et al., 2005).

Plusieurs travaux de recherches ont utilisé principalement le profile HPLC des
composés phénoliques dans 1’étude des huiles d’olive vierges en fonction du cultivar et de
I’origine géographique (Andjelkovic et al., 2008; Allalout et al., 2009). Lerma-Garia et al.
(2009) ont établi une classification des huiles d’olive vierges de trois pays différents (Italie,

Espagne et Croatie) selon leur origine géographique.

Certains acides phénoliques: 1’acide trans-cinnamique, 1’acide sinapique, 1’acide
caféique, le DOPAC peuvent étre considérés comme des marqueurs de I’origine géographique

ou de variétés du fruit d’olive (Carrasco Pancorbo et al., 2004).
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3.1.6. L’infestation par les ravageurs

L’¢état sanitaire des olives revét une grande importance concernant les caractéristiques
quantitatives des composés phénoliques de 1’huile d’olive (Michaelakis, 1992; Cavusoglo et
Oktar, 1994). L’un des principaux ravageurs des olives dans le bassin méditerranéen est la
mouche de I’olive (Bactrocera olea) (El Riachy et al., 2011). Cette insecte a une influence
négative sur les parametres de qualité de 1’huile d’olive ainsi que sa compositions (Cimato,

1990; Angerosa et al., 1992; Evangelisti et al., 1994; Tamendjari et al., 2004).

Concernant la fraction phénoliques des huiles d’olive, une diminution progressive de la
teneur en composés phénoliques a été observée avec I’augmentation du pourcentage d’attaque
des olives (Angerosa et al., 1992; Delirio et al., 1995; Gomez-Caravaca et al., 2008;
Tamendjari et al., 2009). Selon Tamendjari ef al. (2004), cet effet est di a ’augmentation de
I’activité de la polyphénoloxydase causée par le dommage des tissus par les larves et par la

présence des trous de sortie qui exposent la pulpe de 1’olive a I’oxygéne.

En général, les échantillons fortement attaqués par la mouche de 1’olive montraient des
teneurs en composés phénoliques particulierement basses ; par exemple, les huiles obtenues a
partir d’olive avec un pourcentage d’attaque supérieur a 30% montraient toujours des teneurs
en phénols inferieurs a 80 mg/Kg d’huile d’olive (Goémez-Caravaca et al., 2008). Ces auteurs
ont relevé une diminution des teneurs en polyphénols et en ortho-diphenols, en particulier les
dérivés secoiridoides, dans les cas de forte attaque par ce ravageur. D’aprés Tamendjari ef al.
(2009), un taux d’attaque de 100% entraine des pertes de I’ordre de 66,9% pour la variété
algérienne Chemlal. Evangelisti et al. (1994) ont noté¢ une diminution des composés

phénoliques simples tels que le tyrosol et I’hydroxytyrosol avec 1’évolution de I’attaque.
3.2. Les facteurs technologiques
3.2.1. Le systeme d’extraction de I’huile

La présence des composés phénoliques dans 1’huile d’olive est fortement reliée aux
enzymes endogenes variées du fruit de 1’olive, qui sont libérées dans la pate d’olive durant le
broyage et le malaxage (Catalano et Caponio, 1996; Caponio et al., 1999; El riachy et al.,
2011) . Leur concentration dans 1’huile est fortement affectée par les conditions d’extraction.
Le broyage et le malaxage sont les points cruciaux les plus importants du processus
mécanique d’extraction de I’huile d’olive (Catalano et Caponio, 1996; Caponio et al., 1999;
Fregapane et Salvador, 2013). C’est pendant ces phases que les changements les plus

importants de la composition phénolique de I’huile d’olive vierge se produisent (Catalano et
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Caponio, 1996) grace aux différents processus enzymatiques et oxydatifs (Cortesi et al.,

2000).
a) Broyage

Le broyage vise a faire éclater la drupe gorgée d’huile, a permettre le concassage du
noyau et I’écrasement de I’amande, ceci au moyen de broyeurs a meules ou de broyeurs

métalliques (Di Giovacchino, 1991).

Plusieurs auteurs ont signalé que le broyage mécanique a marteau est plus efficace dans
I’extraction des composés phénoliques que le broyage a meule (Velasco et Dobarganes, 2002;

Caponio, 2003; Veillet et al., 2009).

Les sécoiridoides aglycones tels que le 3,4-DHPEA-EDA, le p-HPEA- EDA, le p-
HPEA-EA et le 3,4-DHPEA-EA prennent naissance durant le broyage des olives par
I’hydrolyse de 1’oleuropéine, du démethyloleuropéine et du ligstroside par la B-glucosidase
endogéne (Bianco et al., 1999; Ryan et al., 2002a; Servili et al., 2004; Gémez-Rico et al.,
2009).

b) Malaxage

Aussitdt apres le broyage des olives, il est procédé a I'opération de malaxage, qui
consiste en un brassage lent et continu de la pate d’olive pour favoriser la réunion des
gouttelettes d’huile avec la formation de gouttes plus grosses et parfaire le broyage (Di-

Giovacchino, 1991).

Durant le malaxage de la pate d’olive, il ya augmentation des quantités de
I’hydroxytyrosol et des composés carbonyliques suite au processus hydrolytiques causés par
les glycosidases et les estérases, ce qui est en faveur de la formation des dérivés isochromanes

(Bianco et al., 2001).

L’application de différentes températures durant le malaxage engendre une
augmentation des polyphénols de 1’huile d’olive (Tsimidou, 1998; Angerosa et al., 2001;
Velasco et Dobarganes, 2002; Ranalli et al., 2005). En effet, I’utilisation des échangeurs de
chaleur pendant le malaxage de la pate d’olive améliore la quantité¢ de composés phénoliques
dans les huiles (Amirante et al., 2006). Ranalli ef al. (2001) ont signalé que I’augmentation de
la concentration en phénols était plus significative lorsque la température de la pate d’olive

augmente de 25 a 30°C.
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Gomez-Rico et al. (2009) ont montré que la concentration du dérivé du tyrosol (p-
HPEA-EDA) augmente avec I’augmentation du temps et de la température de malaxage. Par
contre, les concentrations de verbascosides et de flavonoides (comme la rutine, la lutéoline-7-

O-glucoside et I’apigénine-7-O-glucoside) ne changeaient pas significativement.

Par contre, certains auteurs ont signalé que 1’accroissement de la température durant
I’opération de malaxage au dela de 25 °C conduit a la diminution de la teneur en sécoiridoides
(Angerosa et al., 2001). La diminution des composés phénoliques a été aussi observée par une

augmentation de la température de malaxage au dela de 30°C (Ranalli ef al., 2003).

Dans une étude récente, Taticchi et al. (2013) ont noté la présence d’une relation
positive entre la température de malaxage (20, 25 et 35°C) et la concentration en composés
phénoliques, notamment les dérivés sécoiridoides aglycones des huiles d’olive de quatre
variétés italiennes. Ces auteurs ont signalé que la peroxydase et la polyphénoloxydase des

olives montraient un optimum d’activité a 37°C et 50°C respectivement.

La réduction de la concentration en O, dans les pates d’olive conduit aussi a une
augmentation de la concentration en composés phénoliques des huiles (Servili et al., 1998;
Garcia et al., 2002; Servili et al ., 2004; Taticcchi et al., 2013). Les travaux de Parenti et al.
(2006) ont rapporté que la teneur en composés phénoliques des huiles d’olive vierges
obtenues aprés malaxage en chambre fermée est deux fois supérieure a celle obtenue par un
malaxage en chambre ouverte. En effet, les réactions oxydatives catalysées par des
oxydoréductases endogeénes telles que la polyphénoloxydase et la peroxydase peuvent
promouvoir I’oxydation des composés phénoliques durant le malaxage ce qui entraine leur

réduction dans les huiles (Bianco et al., 2001; Servili et al., 2003; Migliorini ef al., 2006).

L’utilisation de nouvelles technologies, tel que le processus de dénoyautage, en
excluant le noyau d’olive avant malaxage, peut améliorer la concentration phénolique de
I’huile (Servili et al., 1999; Amirante et al., 2006). Ceci est di a la diminution de la I’activité

de peroxydase qui est hautement concentrée dans le noyau de 1’olive (Amirante ef al., 2006).
¢) Extraction de I’huile

Le systéme d’extraction joue un role clé dans la composition phénolique de 1’huile
d’olive (Servili et al., 2004; El riachy et al., 2011). Le systéme de pression a montré une
concentration en polyphénols plus élevée par rapport au systéme de centrifugation traditionnel
qui additionne une grande quantité d’eau aux pates d’olive, ce qui modifie la distribution des

polyphénols entre I’huile et I’eau, améliorant ainsi leur libération dans la phase aqueuse (Di
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Giovacchino et al., 1994). La quantité d’eau ticde ajoutée est estimée a 40% jusqu’a 60% du
poids de la pate (Gimeno et al., 2002). La création de nouveau systéme de centrifugation a
trois phase, a basse addition d’eau, ou a deux phases, sans ajout d’eau, a permis d’améliorer

les quantités de composés phénoliques des huiles d’olive (Servili ef al., 2004).

En effet, ’huile d’olive obtenue a partir d’un systéme continu d’extraction par
centrifugation traditionnelle a trois phases se trouve appauvri en polyphénols par rapport au
systtme continu d’extraction avec centrifugation a deux phases et des différences
significatives ont été relevées par plusieurs auteurs (De Stefano et al., 1999; Gomez-Alonso
et al., 2002; Salvador et al., 2003). Cortesi et al. (2000) ont signalé¢ une différence moyenne
des teneurs en composés phénoliques entre les deux systemes de plus de 30%. Concernant les
composés phénoliques individuels, Gomez-Alonso et al. (2002) ont noté des différences
concernant le 3,4- DHPEA-EDA, le p-HPEA-EDA et les aglycones d’oleuropéine et de

ligstroside.
3.2.2. Le stockage de I’huile d’olive

Des changements importants de la composition phénoliques des huiles d’olives vierges
au cours du stockage ont été observés par plusieurs auteurs. Brenes et al. (2001) ont observé
une réduction de 15 % a 20 % du taux des polyphénols totaux dans des huiles conservées
pendant une année a 30°C dans des bouteilles en verre fumé. Cette diminution en
polyphenols est due a deux mécanismes concomitants qui se produisent durant la
conservation: I’hydrolyse et I’autoxydation (Cinquanta et al., 1997; Psomiadou et Tsimidou,
2002a; Cortesi et Rovellini, 2004). Selon Morello et al. (2004), des diminutions considérables
sont notées au niveau des dérivés secoiridoides tel que le 3, 4-DHPEA-AC aprés une période
de stockage, par contre, les lignanes sont les composés phénoliques les plus stables. Brenes et
al. (2001) ont aussi signalé que la concentration en lignanes, le 1-acétoxypinorésinol et le
pinorésinol reste constante durant le stockage de 1’huile. Par ailleurs, Cortesi et Rovellini
(2004) ont noté une diminution des formes naturelles des diphénols parallelement a une
augmentation des formes oxydées au cours du stockage de I’huile d’olive pendant 16 mois a

I’obscurité.

Les conditions de stockage inadéquats, température et lumiere influencent le processus
de dégradation des biophénols en des phénols simples. En effet, plusieurs auteurs ont signalé
une ¢lévation des taux de tyrosol et d’hydroxytyrosol dans les premiers mois de stockage de
I’huile (Cinquanta et al., 1997; Brenes et al., 2001; Butinar et al., 2006; Gomez-Alonso et al.,
2007). Ce phénomeéne est di a I'hydrolyse des sécoiridoides aglycones (Morello et al., 2004;
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Ben Tekaya et Hassouna, 2005). Butinar et al. (2006) ont relevé une élévation des taux de
tyrosol et d’hydroxytyrosol dans les premiers mois de stockage qui était suivi d’une
diminution graduelle des taux de I’hydroxytyrosol qui est probablement di a son activité

antioxydante.

Les basses températures de stockage (5°C) retardaient la disparition des composés
phénoliques par rapport a des températures ambiantes de 12°C (Maestro et al., 1993). De
méme 1”’obscurité réduit considérablement le taux de perte des composés phénoliques de

I’huile d’olive (Okogeri et Tasioula-Margari, 2002).
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CHAPITRE I : EVOLUTION DES COMPOSES PHENOLIQUES DE
L’HUILE D’OLIVE VIERGE DURANT LA MATURATION DES OLIVES

1.1. Matériel et méthodes
1.1.1. Matériel végétal
> Récolte et triage des olives

Cette étude a été réalisée durant la saison de récolte 2006/2007. Quatre variétés d’olives
ont été utilisées dans ce travail, a savoir : Chemlal, Boughenfous, Blanquette de Guelma et
Takesrit. La variété Chemlal, la plus répandue en Algérie (50% du verger oléicole) a été
récoltée a partir de la ferme pilote Abderrahmane Mira située dans la région de Tazmalt
(Bejaia), les trois autres variétés sont originaires de la pépiniere de I’institut technique de
I’arboriculture fruitiere et de vigne (ITAFV) de Takarietz, daira de Sidi Aich (Bejaia).

La récolte a été réalisée a la main, ensuite les olives ont été immédiatement transportées
au laboratoire de I’I TAFV ou un triage des olives a éte effectué en fonction de la couleur de

I’épiderme des fruits d’olive, a savoir : vert, tacheté, violet et noir.
1.1.2. Extraction de I’huile d’olive

Les échantillons de I’huile d’olive ont été obtenus en utilisant un oléodoseur de
laboratoire de marque Levi-Deleo-Lerogsame, constitué d’un broyeur, d’un malaxeur et d’une
centrifugeuse. Les olives sont broyées, ensuite la pate est malaxée pendant 30 mn avec
addition de 50 ml d’eau tiéde a 920 g de pate aprés 15 mn. Aprés une centrifugation verticale,
les huiles sont collectées et mises a décantation. Les échantillons d’huiles sont conditionnés
dans des flacons en verre fumé etiquetés et remplis a pleine. Ils sont conservés a 4°C en

attendant d’étre analyses.
1.1.3. Extraction en phase solide (SPE) des composés phénoliques

L’extraction des composés phénoliques est effectuée en phase solide selon la méthode
de Favati et al. (1994) a I’aide d’une colonne d’octadecyl C18. 1g de I’huile est dissout dans
10 ml de n-hexane, ensuite, on introduit I’échantillon dans la colonne, préalablement activée
avec 6 ml de méthanol et 10 ml d’hexane. L’élution est réalisée comme suit : trois fois 5ml de
n-hexane pour retirer la phase apolaire et 2 fois 4 ml de méthanol pour éluer la phase polaire
contenant les composés phénoliques. La solution méthanolique est utilisée pour doser les

composés phenoliques totaux et les ortho-diphénols.
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1.1.4. Détermination spectrophotometrique des composés phénoliques totaux

L’estimation de la teneur en composés phénoliques a été réalisée selon la méthode au

Folin-Ciocalteu utilisée par Favati et al. (1994).

Dans des fioles de 20 ml, sont mélangés 2 ml d’extrait méthanolique, 5 ml d’eau
distillée et 0,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu. Aprés 3 min, 4 ml de solution de carbonate de
sodium (10%) sont ajoutés, ensuite ajuster a 20 ml avec de I’eau distillée. Aprés 90 min
d’incubation a [I’obscurité, le mélange est filtré et [|’absorbance est mesurée au

spectrophotomeétre a 765 nm.

Les concentrations en polyphénols totaux des extraits méthanoliques d’huile d’olive
sont exprimees en milligrammes d’équivalent d’acide gallique /Kg d’huile (mg d’E.A.G./Kg)
en se référant & une courbe d’étalonnage (annexe 1). Trois essais ont été effectués pour

chaque echantillon.
1.1.5. Détermination spectrophotometrique des ortho-diphénols

La méthode est basée sur la formation d’un complexe jaune entre les ortho-diphénols et
les ions molybdates. La concentration en ortho-diphénols des extraits méthanoliques est
déterminée suivant la méthode de Mateos et al. (2001). Un volume de 0,5 ml d’extrait
méthanolique est additionné de 5 ml du mélange méthanol/eau (1:1), 4 ml d’extrait
méthanolique sont additionnés de 1 ml de la solution de molybdate de sodium dihydraté a 5%
dans I’éthanol-eau (V/V), le mélange est agité vigoureusement au vortex pendant 1 min, puis

mis a I’obscurité pendant 15 min et enfin filtré. L absorbance est mesurée a 370 nm.

Les concentrations en ortho-diphénols des échantillons sont déterminées a partir d’une
courbe d’étalonnage (annexe 1) réalisée avec I’acide caféique comme standard et les résultats
sont exprimés en milligrammes d’équivalent d’acide caféique /Kg d’huile (mg d’E.A.C./Kg).

Trois essais ont été effectues pour chaque échantillon.
1.1.6. Détermination des composés phénoliques par HPLC : NGD C89-2007
» Principe

La méthode se base sur une extraction des composés phénoliques mineurs polaires de
nature phénolique directement a partir de I’huile d’olive au moyen d’une solution
méthanolique, suivie de leur dosage par HPLC au moyen d’un révélateur UV a 280 nm.

L’etalon interne est constitué d’acide syringique.
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La teneur correspondant aux deérivés naturels et oxydés de I’oleuropéine et du
ligstroside, des lignanes, des flavonoides et des acides phénoliques est exprimée en mg/Kg de
tyrosol.

» Chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) : a gradient
ternaire (eau 0,2 % H3PO, (V/V), méthanol, acetonitril), muni d’une colonne (4,6 mm « 25
cm) a phase inverse C18, de type Spherisorb ODS-2, 5 um, 100 A°, équipé d’un révélateur
spectrophotometrique UV a 280 nm et d’un intégrateur. Le mode opératoire ainsi que les

informations relatives a cette méthode sont présentés en annexe 2.
1.2. Résultats et discussion
1.2.1. Teneurs en polyphénols totaux et ortho-diphénols

Comme I’illustre le tableau VI, les teneurs en composés phénoliques totaux diminuent
en allant du stade vert au stade noir pour les variétés Chemlal et Boughenfous et en allant du
stade tacheté au stade noir pour les variétés Takesrit et Blanquette. Ceci démontre que la
progression de la maturation des olives engendre une diminution de la teneur totale en
composés phénoliques des huiles d’olives vierges. L’huile de la variété Chemlal a les valeurs
les plus élevées pour tous les stades considérés. A I’exception du stade noir, I’huile obtenue a
partir de la variété Takesrit présente les plus basses teneurs en composés phénoliques. Nous
avons uniquement les variétés Boughenfous et Takesrit au stade noir qui ont enregistré des

valeurs inferieures a 100 mg/Kg.

Tableau VI : Evolution des teneurs en polyphénols totaux et ortho-diphénols au cours

de la maturation de différentes variétés de I’huile d’olive vierge.

Stade de Variété
Détermination | maturation _
Chemlal Boughenfous Blanquette Takesrit
Polyphénols | Vert 628,72 +2,91 | 514,39 + 4,77 ND ND
totaux
(mg /Kg) Tacheté 553,41+ 4,32 | 293,36 + 1,68 | 444,17+ 14,90 | 268,33 +0,97
Violet 447,14 + 4,60 | 130,23 +1,60 | 381,17 +2,20 | 193,23 +0,36
Noir 410,87 +4,23 | 77,63+2,29 |12154+8,27 | 82,08+4,80
Ortho- Vert 56,36 +1,82 | 16,45+ 0,63 ND ND
diphénols
(mg /Kg) Tacheté 61,71+0,46 |48,17+0,30 |60,19+0,62 32,62 +0,17
Violet 9,18 +2,14 4,94 + 0,46 57,36 + 0,63 16,25 + 0,69
Noir 13,93+£0,79 | 11,91+0,46 | 14,94+0,46 4,44 + 0,34

ND : non déterminé.
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Concernant les teneurs en ortho-diphénols, c’est les huiles issues d’olives au stade
tacheté qui enregistrent les teneurs maximales (tableau VI). Pour les variétes Chemlal et
Boughenfous, on note aprés I’augmentation, une diminution des ortho-diphénols en allant du
stade tacheté au stade noir. Au contraire, les resultats montrent une diminution graduelle des
teneurs en ortho-diphénols durant la maturation des olives des variétés Blanquette et
Takesrit. Yousfi et al. (2006) ont rapporté une diminution des teneurs en ortho-diphénols des

huiles au cours de la maturation des olives des variétés Arbequina et Picual.

La diminution des teneurs en polyphénols totaux et ortho-diphénols de I’huile d’olive
vierge avec la progression de la maturation des olives a été aussi mentionnée par Cerretani et
al. (2004) pour la variété italienne Nostrana di Brisighella. Dans la méme étude, ces auteurs
ont noté une augmentation des ortho-diphénols dans I’avant dernier stade pour la variété

Ghiacciolo, avec un indice de maturation de 4,03.
1.2.2. Profil HPLC des biophénols

Le chromatogramme HPLC des composés phénoliques de I’huile d’olive de la variété

Chemlal au stade de maturation vert est représenté en annexe 3.
1.2.2.1. Teneurs en polyphénols totaux, tyrosol et hydroxytyrosol

Les résultats obtenus dans cette étude, concernant les profils HPLC des biophénols de
I’huile d’olive des différentes variétés, confirment que cette fraction est largement influencée

par la variété et le degré de maturation.

Pour les résultats en composés phénoliques totaux (tableau VII), on observe que la
variété Chemlal présente les plus grandes teneurs pour tous les stades de maturation.
Concernant le stade tacheté, la variété Takesrit enregistre la plus faible quantité. Pour les
stades violet et noir, les plus faibles valeurs sont notées pour la variété Boughenfous.

Cependant, il y a une diminution de la quantité de polyphénols durant la maturation
pour toutes les variétés. Le point le plus important est la vitesse de diminution. En passant du
premier stade au stade noir, la diminution la plus importante est celle de la variété
Boughenfous (84,08%) suivie de la variété Blanquette (77,37%), ensuite la variété Takesrit
(62,99%) et en dernier, on trouve la variété Chemlal (41,99%). Les resultats obtenus
montrent que la vitesse de variation des teneurs en polyphénols de I’huile d’olive au cours de

la maturation peut étre aussi reliée a la variété.

La diminution des polyphénols totaux des huiles durant la maturation des olives peut
étre expliquée par :
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- la diminution de I’activité enzymatique de L-phénylalanine ammonia-lyase, qui est

responsable de la synthése des composés phénoliques (Tovar et al., 2002);

- I’augmentation de I’activité hydrolytique des enzymes (estérase et glucosidase) (Ryan et al.,
2002b);

- I’oxydation des composés phénoliques par la peroxydase (Gandul-Rojas et Minguez-

Mosquera, 1996b) et la polyphénoloxydase (Soler-Rivas et al., 2000).

Tableau VII: Evolution des concentrations (mg/Kg) en polyphénols totaux, hydroxytyrosol

et tyrosol des différentes variétés de I’huile d’olive vierge, par HPLC.

Stade de Polyphénols Teneur en Teneur en
Variété maturation | totaux (mg/Kg) hydroxytyrosol tyrosol
(mg/Kg) (mg/Kg)
Vert 631 5 4
Tacheté 598 6 7
Chemlal Violet 491 5 9
Noir 366 3 8
Blanquette Tacheté 473 7 9
Violet 372 7 10
Noir 107 3 6
Takesrit Tacheté 254 1 14
Violet 155 1 10
Noir 94 0,6 8
Boughenfous Vert 400 2 7
Tacheté 298 1 12
Violet 114 1 21
Noir 46 0,3 9

L’hydroxytyrosol et le tyrosol sont les principaux phénols simples trouvés dans toutes
les huiles d’olive vierges (Oliveras-Lopez et al., 2007). Plusieurs auteurs ont déja étudié
diverses variétés et ils ont indiqué que la teneur en ces deux composés oscille entre 5% et

23% des biophénols totaux.

Dans notre étude, on observe la présence de I’hydroxytyrosol et du tyrosol dans toutes
les variétés de I’huile d’olive vierge, mais leurs quantités sont moins importantes que celles

indiquées par Oliveras-Lopez et al. (2007).

Comme le montre le tableau VII, I’hydroxytyrosol est présent a de faibles
concentrations, il représente entre 0,34% et 2,80% des biophénols totaux. Concernant son
évolution au cours de la maturation, les teneurs de I’hydroxytyrosol de la variété Chemlal au

premier stade est de 5 mg/Kg, ensuite, il enregistre une légére augmentation en allant du stade
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vert au stade tacheté. Cette augmentation est suivie par une diminution a travers les stades

violet et noir.

Cependant, pour les variétés Blanquette et Takesrit, il n ya pas de changement dans la
concentration de I’hydroxytyrosol entre les stades tacheté et violet. Ensuite, il ya une
diminution en allant du stade violet au stade noir qui est estimé a 57,14% et 40%
respectivement pour les variétés Blanquette et Takesrit. Les huiles de la variété Boughenfous
manifestent une diminution en allant du stade vert au stade tacheté qui est estimée a 50%, elle
maintient la méme concentration au stade violet, ensuite, on observe une diminution au stade

noir.

Les résultats montrent également une basse concentration du tyrosol (tableau VII) mais
qui est plus grande que I’hydroxytyrosol. Les teneurs se situent entre 0,64% et 19,56% des
biophénols totaux. Concernent son evolution au cours de la maturation, on remarque deux
types différents de comportement. Pour les variétés Chemlal, Boughenfous et Blanquette, la
teneur en tyrosol augmente du premier stade jusqu’au stade violet et ensuite montre une
diminution. Cependant, la variété Takesrit montre une diminution graduelle de la teneur en
tyrosol au cours de la maturation. Ainsi, pour Chemlal, Boughenfous et Blanquette, le stade
violet coincide avec la plus grande quantité de tyrosol mais pour Takesrit, la teneur la plus
élevée coincide avec le stade tacheté. Les résultats obtenus ne sont pas en accord avec ceux
trouvés par Cimato et al. (1990) qui ont rapporté que les teneurs en tyrosol et hydroxytyrosol
augmentent lorsque les huiles sont extraites de fruit d’olives mdres. Ryan et al. (1999) ont

rapporté que cette différence peut étre due au facteur variétal.
1.2.2.2. Profil des differentes classes des composés phénoliques

Les données montrées dans le tableau VIII illustrent les résultats obtenus pour les
profils en biophénols des échantillons d’huile d’olive a différents stades de maturation des
olives. Comme on peut le constater, il existe des différences claires entre les différents

échantillons d’huile d’olive vierge.
> Les derivés sécoiridoides
Les dérivés d’oleuropéine sont les principaux composés retrouvés dans les variétés
Chemlal et Blanquette. L’huile extraite a partir de la variété Takesrit présente la teneur la plus

élevée en acides sécoiridoides. Ces derniers étant constitués par les acides élénolique et

décarboxyméthyl-élénolique (Rovellini, 2008). Pour ces trois variétés, les teneurs en dérivés
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ligstrosides viennent en deuxiéme position. Pour I’huile extraite de la variété Boughenfous, il

y a une prédominance des dérivés ligstrosides, suivis des acides sécoiridoides.

Plusieurs auteurs ont rapporté que les dérivés secoiridoides de I’oleuropéine et de
ligstroside sont souvent, les principaux composés phénoliques de I’huile d’olive fraiche
(Brenes et al., 2000; Romani et al., 2001; Pinelli et al., 2003; Mulinacci et al., 2005).

A partir des données du tableau VIII, on peut voir que la progression de la maturation
engendre une diminution de la quantité de dérivés d’oleuropéine dans toutes les variétés
étudiées. On note seulement une augmentation de ces composes de 16,66% et qui est
enregistrée entre le stade violet et le stade noir de la variété Boughenfous. La variété Chemlal
présente la concentration la plus importante en dérivés d’oleuropéine pour tous les stades de
maturation et donc cette classe de biophénols est la plus présentée dans cette variété par
rapport aux autres composés phenoliques. Concernant le niveau de diminution des dérivés
d’oleuropéine entre les stades vert et noir, on note la diminution la plus importante pour la
variété Boughenfous (91,35%) et la diminution la plus basse est notée pour la variété Chemlal
(44,97%).

Pour les dérivés ligstrosides, on a noté leur diminution au cours de la maturation a
I’exception de la variété Boughenfous, ou une légere augmentation de 1,42% est notée entre
les huiles extraites a partir d’olives vertes et les olives tachetées. A nouveau, la variété
Chemlal possede les teneurs les plus importantes en ces composés, a I’exception du stade
tacheté, les trois autres stades ont enregistré un niveau élevé en dérivés ligstrosides. En
passant du premier stade au stade noir, les résultats montrent que la maturation induit la
diminution des niveaux de dérivés ligstrosides de 81,51%, et 68,06%, 63,73% et 53,95%
respectivement pour les huiles des variétés Boughenfous, Blanquette, Takesrit et Chemlal.

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Baccouri et al. (2008) concernant la
diminution des teneurs en sécoiridoides (aglycone de I’oleuropéine et de ligstroside) au cours

du processus de maturation.
» Les flavonoides

Nos résultats indiquent un faible taux de flavonoides, estimée entre 2 a 16% des
biophénols totaux, ceci confirme que cette classe présente des constituants mineurs de la
fraction phénolique de I’huile d’olive, mais avec la méme importance sur le plan santé comme
rapporté par plusieurs travaux de recherche (Mulinacci et al., 2005; Oliveras-Lopez et al.,
2007; Rovellini, 2008).
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La lutéoline et I’apigénine sont habituellement présents dans I’huile d’olive vierge en
trés petite quantité (moins de 2 a 3%) des polyphenols totaux (Mulinacci et al., 2005). En
général, les flavonoides sont les moins présentés des biophenols analysés. La plus grande
valeur est de 31 mg/Kg pour les variétés Chemlal et Boughenfous. Cette classe de biophenols
a enregistré des évolutions différentes au cours de la maturation : Boughenfous a enregistré
une diminution, par contre, Chemlal a enregistré une augmentation. D’autre part, on trouve
une augmentation suivie d’une diminution de ces composés pour les variétés Takesrit et
Blanquette. Cette derniére possede la plus faible valeur (4 mg/Kg) au stade noir mais Takesrit
totalise le pourcentage le plus élevé en flavonoides par rapport aux biophenols totaux
(15,95% au stade noir).

» Les lignanes

Les lignanes, classe des composés phénoliques, sont trouvés a des concentrations
notables par rapport au total des polyphénols et I’huile de la variété Chemlal a enregistré la
teneur la plus importante pour tous les stades et qui est d’environ 13% des biophénols totaux.
Pour cette classe, Chemlal, Takesrit et Blanquette ont enregistré une diminution progressive
au cours de la maturation, le niveau de diminution est respectivement de 41,17%, 76,47% et
90%. Boughenfous, qui présente la diminution la plus importante des lignanes (90,90%), a
montré une diminution du stade vert au stade violet suivi d’une augmentation évaluée a

33,33% entre le stade violet et le stade noir.
» Les autres composés

Pour les acides sécoiridoides, a I’exception de la variété Chemlal, les trois autres
variétés avaient montré une diminution progressive au cours de la maturation. La plus petite
diminution (37,89%) est enregistrée par Takesrit, mais la plus grande diminution (92,10%) est

notée pour la variété Boughenfous. .

Concernant la classe des biophenols oxydés, les résultats montrent une diminution de
ces composés avec la progression de la maturation pour toutes les variétés. La teneur la plus
importante est notée pour la variété Chemlal pour tous les stades. Par rapport aux biophenols
totaux, Takesrit avait totalisé le pourcentage le plus important pour tous les stades de
maturation. Pour les niveaux de diminution entre le premier et le dernier stade, on a noté
23,21%, 54,28%, 72,00% et 77,14% respectivement pour les variétés Chemlal, Takesrit,
Boughenfous et Blanquette.
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Tableau VIII: Teneurs en biophenols majeurs de I’huile d’olive par HPLC, par rapport a la variété et au stade de maturation des olives.

Stade de Dérivés Dérivés de Lignanes Flavonoides Acides Biophénols
Variété maturation | d’oleuropéine ligstroside (mg/Kg) (mg/Kg) sécoiridoides oxydés
(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
Vert 249 215 85 20 80 56
Chemlal Tacheté 240 191 74 29 112 56
Violet 203 147 60 29 77 45
Noir 137 99 50 31 117 43
Vert 81 211 44 31 76 25
Tacheté 25 214 17 6,4 57 12
Violet 6 87 3 3,6 22 8
Boughenfous -5y 7 39 4 5.2 6 7
Tacheté 72 91 34 13 95 35
Takesrit | Violet 40 63 15 16 83 16
Noir 16 33 8 15 59 16
Blanquette | Tacheté 262 119 30 14 47 35
Violet 204 74 27 18 30 33
Noir 31 38 3 4 21 8
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CHAPITRE 11 : ETUDE DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE ET
ANTIBACTERIENNE DES EXTRAITS PHENOLIQUES DE L’HUILE
D’OLIVE VIERGE

2.1. Matériel et méthodes
2.1.1. Matériel végétal

Les échantillons d’olive de onze variétés ont été récoltés a la main durant la saison de
récolte 2008/2009. Dix variétés (Aghenfas, Akerma, Blanquette de Guelma, Bouchouk Soummam,
Bouricha, Chemlal, Ferkani, Limli, Neb Djemel et Tabelout) ont été récoltées a partir de la ferme
pilote de I’institut technique de 1’arboriculture fruitiére et de la vigne (ITAFV), situé¢ a Takarietz,
daira de Sidi Aich, wilaya de Bejaia. La onziéme variété a été récoltée a partir de la ferme
pilote Abderahmane Mira de Tazmalt, daira d’Akbou, wilaya de Bejaia. Apres la cueillette, les

olives ont été¢ nettoyées de toutes impuretés et ensuite transportées au laboratoire.

Apres avoir déterminé I’indice de maturation, les olives nettoyées ont subi I’extraction afin
de récupérer I’huile. Cette étape a été réalisée a I’aide d’un oléodoseur de laboratoire (Levi-
Deleo-Lerogsame), muni d’un séparateur centrifuge. Une quantité d’eau tiede (30°C) a raison de
50 ml pour 920 g de pate d’olive est ajoutée pour faciliter I’extraction. Les huiles sont recueillies
dans des flacons en verre fumé, remplis, étiquetés et conservés a une température de 4°C en

attendant d’étre analysées.
2.1.2. Indice de maturité

La détermination de I’indice de maturité est réalisée selon la méthode d’Uceda et Frias
(1975) en se basant sur la couleur du fruit (épiderme et pulpe). Sur cent fruits choisis au hasard
sur un lot d’un kilogramme, I’indice de maturité est déterminé par la notation visuelle selon une
échelle de coloration de 0 a 7 variant d’un épiderme vert intense jusqu'a un épiderme noir et une

pulpe enti¢rement violette.

L’indice de maturité (IM) est donné par la formule suivante :
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Ou n est la fréquence sur cent olives et les chiffres de 0 a 7 représentent :
0 : épiderme vert intense;
1 : épiderme vert jaunissant;
: épiderme vert avec taches rougeatres;
: épiderme rougeatre a violet;
: épiderme noir a pulpe blanche;
: épiderme noir et pulpe violette sur moins de la moitié de la pulpe;

: épiderme noir et pulpe violette sur plus de la moiti¢ de la pulpe;

~N O AW

: épiderme noir et pulpe entiérement violette.
2.1.3. Extraction des composés phénoliques

L’extraction des composés phénoliques est réalisée suivant le protocole de Tsimidou et al.
(1992) modifié. Cinquante grammes d’huile sont dissout dans 50 ml d’hexane, cette solution est
introduite dans une ampoule a décanter ou 30 ml du mélange méthanol/eau (80/20) sont ajoutés,
le mélange est agité vigoureusement durant 5 min puis laissé décanter, la phase polaire (phase

méthanolique) contenant les composés phénoliques est récupérée, tandis que la phase apolaire
subit une 2°™ et une 3°™ extraction pour récupérer la fraction phénolique restante. Chaque
fraction polaire récupérée subit un lavage avec 50 ml d’hexane. Les solutions sont concentrées
sous vide a I’aide d’un rotavapor (K-IKA Labortechnik), a une température de 40 °C, jusqu'a
avoir des volumes d’extraits d’environ 2 ml. Le séchage des extraits est complété dans I’étuve a

40 °C jusqu'a I’obtention d’un poids constant.

Les extraits sont dissous dans du méthanol/eau (80/20) a des volumes connus pour donner

des solutions meéres a des concentrations connues, les extraits sont conservés a 4 °C.
2.1.4. Dosage spectrophotometrique des composés phénoliques totaux

L’estimation de la teneur en composés phénoliques a été réalisée selon la méthode au

Folin-Ciocalteu utilisée par Favati et al. (1994).

La concentration en composés phénoliques des extraits de I’huile est déterminée en se
référant a la courbe d’étalonnage (annexe 4) obtenue en utilisant I’acide gallique comme
standard. Les concentrations en polyphénols totaux des extraits méthanoliques d’huile d’olive

sont exprimées en mg d’E.A.G./Kg.
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2.1.5. Dosage spectrophotometrique des ortho-diphénols

La concentration en ortho-diphénols des extraits méthanoliques des échantillons d’huile est
déterminée suivant la méthode de Bendini et al. (2003). Elle est basée sur la formation de
complexe jaune, entre les ortho-diphénols et les ions molybdate, qui absorbent au voisinage de

370 nm (Ollivier et al., 2004).

Un volume de 0,5 ml d’extrait méthanolique est additionné de 5 ml du mélange
méthanol/eau (1 :1), 4 ml du mélange est additionné a une solution de molybdate de sodium
dihydraté a 5% dans 1’éthanol-eau (V/V), le mélange est agité vigoureusement au vortex pendant
Imin, puis mis a I’obscurité pendant 15min et ensuite il est filtré. L’absorbance est mesurée a 370

nm. Trois essais ont été effectués

Les teneurs en ortho-diphénols des échantillons sont déterminées a partir d’une courbe
d’étalonnage (annexe 4) réalisée avec de 1’acide caféique comme standard. Les résultats sont

exprimés en mg d’E.A.C./Kg d’huile d’olive.

2.1.6. Détermination des composés phénoliques des huiles d’olive par Chromatographie en

Phase Liquide a Haute Performance (HPLC) : NGD C89-2007

La méthode se base sur une extraction des composés mineurs polaires de nature phénolique
directement a partir de 1’huile d’olive au moyen d’une solution méthanolique « méthanol/ eau
(80/ 20) » suivie de leur dosage par HPLC au moyen d’un révélateur UV a 280 nm. L’étalon
interne est ’acide syringique. Les informations relatives a cette méthode sont données en annexe

2.
2.1.7. Etude de ’activité antioxydante des extraits méthanoliques
2.1.7.1. Pouvoir réducteur

Ce pouvoir mesure la capacité d’un antioxydant a réduire le fer ferrique Fe** (FeCls) en fer
ferreux Fe’™ (FeCly) en présence d’un agent chromogéne ferricyanure de potassium K; [Fe
(CN)s]. Ceci se traduit par le virage de la couleur jaune de ferricyanure de potassium vers une
couleur bleu verte dont I’intensité dépend du pouvoir réducteur de I’antioxydant (Chou et al.,

2003).

Le protocole de Lugasi et al. (2003) est utilisé pour évaluer le pouvoir réducteur des

extraits méthanoliques. Un volume de 1 ml d’extrait méthanolique est additionné a 2,5 ml de
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tampon phosphate (0,2 M ; pH 6,6) et 2,5 ml ferricyanure de potassium K3 [Fe (CN)s] a 1%.
Apres incubation a 50°C pendant 20 min, 2,5 ml d’acide trichloroacétique a 10 % sont ajoutés au
mélange puis, centrifugé pendant 10 min a 1500 tours/min. 2,5 ml du surnageant sont mélangés a
2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml de chlorure ferrique (FeCls) a 0,1 %. L absorbance est mesurée a
700 nm aprés 10 min de réaction. La quantité d’antioxydants ayant un pouvoir réducteur est
déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage (annexe 4) réalisée avec 1’acide gallique. Les

résultats sont exprimés en mg d’E.A.G./Kg.
2.1.7.2. Activité scavenger sur le radical DPPH

La technique au DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est largement employée pour
évaluer I’activité antioxydante. Elle est rapide et facile a mettre en ceuvre comparée a d’autres
méthodes, elle s’effectue a température ambiante se qui permet de préserver les molécules testées

de I’éventuelle dégradation thermique (Keceli et Gordon, 2001).

Le DPPH est un radical libre, stable et caractérisé par une couleur violette dont l'intensité
est mesurée a 515 nm (Brand-Williams et al., 1995). La substance antioxydante agit en
transférant un électron ou un atome d'hydrogéne ce qui conduit a la réduction du DPPH au cours
de la réaction et a un changement de coloration jaune pale. Ce passage, de la premicre forme a la
deuxiéme, est accompagné d'une diminution de I'absorbance qui peut exprimer le pourcentage de

réduction de DPPH (Molyneux, 2004; Villano et al., 2007).

Un volume de 0,1 ml d’extrait est mélangé avec un volume de 2,9 ml solution
méthanolique de DPPH (6x10° M). La décoloration par rapport au témoin, contenant le DPPH et
le solvant, est mesurée au spectrophotometre a 515 nm apres 30 min d’incubation a 1’obscurité

(Keceli et Gordon, 2001).

L’activité antioxydante est exprimée en pourcentage d’inhibition du radical DPPH selon la
formule ci-apres:

r---—-———"FT~™Yf"™—f"/"™F"™/""™>"7/" >/ T/ /77—~ 1
|
V- _______

- Ac : Absorbance du controle.

- Ae : Absorbance de I’échantillon.
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+

2.1.7.3. Activité scavenger sur le radical ABTS

4
Le pouvoir anti-radicalaire contre le radical cationique ABTS a été¢ déterminé selon la

méthode de Re et al. (1999). Une solution d’ABTS a 7mM et 2,45mM de persulfate du potassium

est préparée dans 25ml d’eau distillée, cette solution est incubée a ’obscurité pendant 18h a

4
température ambiante. Ce laps de temps permet la formation du radical ABTS . La solution ainsi

obtenue est bleue verte et stable, elle peut étre conservée a température ambiante.

+

Un volume de 10pul d’extrait est additionné a un volume de 990ul de solution ABTS . La

4
décoloration par rapport au témoin, contenant I’ABTS et le solvant (éthanol), est mesurée au

spectrophotomeétre & 734 nm apres 30 min d’incubation a 1’obscurité.

4
L’activité antioxydante est exprimée en pourcentage d’inhibition du radical ABTS selon

la formule suivante :

Ac : Absorbance du controle.

Ae : Absorbance de 1’échantillon.

Le graphique de la variation de 1’absorbance en fonction de la concentration a permis de

déterminer les 1Cs (concentration correspondant a 50% d’inhibition).
2.1.7.4. Détermination de ’activité scavenger sur le peroxyde d’hydrogéne

La capacité¢ des extraits méthanoliques d’huiles a piéger le peroxyde d’hydrogene est
mesurée selon le protocole rapporté par Benkeblia (2005), basée sur la méthode de Rush et al.
(1989) dont le principe consiste en un suivi de la décroissance de la concentration de 1’H,O; par

spectrophotométrie.

Un volume de 2 ml d’extrait méthanolique est ajouté a 1,2 ml d’une solution de peroxyde
d’hydrogéne (40 mM) préparée dans un tampon phosphate (0,1 M ; pH 7,4). La concentration de
H,0; est déterminée spectrophotometriquement par la mesure de son absorbance a 230 nm

(coefficient d’extinction molaire = 81 (M.L™".cm™). L’absorbance des échantillons est mesurée a

41



Partie expérimentale Chapitre 11

230 nm apres un temps de réaction de 10 min. Le pouvoir antioxydant est exprimé en %

d’inhibition du peroxyde d’hydrogene selon la formule suivante :

A : Absorbance du témoin (2 ml de méthanol (95 %) et 1,2 ml d’H,0,) ;

A. : Absorbance de 1’échantillon.
2.1.8. Détermination de ’activité antibactérienne

2.1.8.1. Les souches bactériennes
Six souches (tableau IX) sur lesquelles nous avons testées 1’activité antibactérienne des
extraits ont été sélectionnées en fonction de leur pouvoir pathogeéne pour ’homme. Elles sont

issues de sources différentes.

Tableau IX : Les souches bactériennes testées et leurs origines.

Bactéries a Gram positif Bactéries a Gram négatif

- Staphylococcus | ATCC 6538 | - Escherichia coli | Nalidixic ~ Acid

aureus (SAIDAL- Resistant (NAR)
Antibiotical) (LMA)

- Listeria innocua | CLIP 74915 - Klebsiella E47 (LMA)

pneumoniae

- Bacillus subtilis | ATCC 6633 | - Pseudomonas ATCC 27853
(SAIDAL aeruginosa (Institut Pasteur
Antibiotical) d’Alger)

2.1.8.2. Standardisation des inocula bactériens

Selon Garrabé et al. (1998), la taille de l'inoculum bactérien est susceptible de modifier
largement les résultats des tests de détermination de la sensibilité in vitro pour de nombreux
antibiotiques et chez de nombreuses espéces bactériennes. C'est pour cette raison que la
standardisation de l'inoculum bactérien est un facteur déterminant de la qualité des résultats de

l'antibiogramme.
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Une suspension bactérienne de quelques colonies d'une culture fraiche (18 heures) préparée
dans de I'eau physiologique est soumise a un balayage entre 380-780 nm et ensuite les longueurs

d'onde maximales ont été¢ déterminées pour chaque souche.

Une série de dilutions décimales est effectuée (107 jusqu'a 10®) a partir de la suspension
bactérienne initiale préparée a une absorbance de 0,5. Ensuite, un volume de 0,1 ml de chaque
dilution est ensemencé en surface se servant d’un rateau étaleur sur gélose PCA. Les

dénombrements sont alors effectués apres incubation a 37°C pendant 24 heures.
2.1.8.3. Evaluation de I’activité antibactérienne des extraits méthanoliques

v' Diffusion sur milieu gélosé :

Principe : L’activité antimicrobienne des extraits méthanoliques est évaluée par la méthode
de diffusion sur milieu gélosé «antibiogrammey. Elle repose sur le principe de la compétition
entre la croissance d’une bactérie et la diffusion d’un antibiotique dans un milieu gélosé a partir
d’un support en papier pré imprégné (Denis et al., 2007). L antibiotique diffuse a partir du disque
de papier selon un gradient de concentration. Aprés incubation, le diamétre de la zone
d’inhibition claire entourant le disque servira a mesurer la puissance de 1’antibiotique contre le

microorganisme (Jawetz et al., 1973).

Mode opératoire : Le protocole suivi pour réaliser cet antibiogramme est rapporté par

plusieurs auteurs (Bisignano et al., 1999; Canadanovic-Brunet et al., 2008; Kappel et al., 2008):

e A partir d’'une culture pure et fraiche de 24 heures, des colonies isolées sont raclées puis
mises dans 9 ml d’eau physiologique, aprés homogénéisation de la suspension bactérienne,
les inocula sont ajustés jusqu’a obtenir une densité¢ optique (DO) de 0,50 aux longueurs
d’ondes déja déterminées.

e Un écouvillon stérile trempé dans une suspension bactérienne a 10’UFC/ml sert a
ensemencer des géloses Mueller-Hinton coulées dans des boites de Pétri de 90 mm de
diametre avec une épaisseur d'au moins 4 mm.

e Des disques de papier stérile de 6 mm de diamétre sont disposés a distance égale les uns
des autres et de telle fagon a éviter le chevauchement des zones d’inhibition sur la gélose.

Une légere pression sera exercée sur chaque disque afin d'obtenir une bonne adhérence.
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e Chaque disque est imprégné a 1’aide d’une pipette Eppendorf d’une quantit¢ de 20ul
d’une solution d’extrait préparé dans du méthanol/eau (80/20) aux dilutions suivantes
(solution meére (SM), 1/2, 1/4, 1/8 correspondant respectivement a 1, 0,5, 0,25, 0,12
mg/disque). Des disques imprégnés de 20ul de méthanol/eau (80/20) sans extraits sont utilisés
comme témoins négatifs et des standards d’acide gallique, quercétine, acide cinnamique et
d’acide caféique ont ét¢ ¢galement testés.

e Les boites sont mises a 4°C pendant 2 h afin de permettre la diffusion des substances
actives tout en arrétant momentanément la croissance des germes cibles, les boites sont par la
suite mises a incuber pendant 24 h a la température de croissance du germe cible. Les

diametres des zones d’inhibition seront alors mesurés a 1’aide d’un « pied a coulisse ».

2.1.8.4. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides

(CMB) sur milieu solide

Définition : La concentration minimale inhibitrice est la plus faible concentration de
d’extrait qui inhibe en 18 heures la croissance visible d'un inoculum bactérien (Thabaut et

Durosoir, 1979),

Principe : Consiste a mettre un inoculum bactérien standardis€é au contact de
concentrations croissantes d’extrait. La CMI de chaque souche est déterminée par 1'inhibition de

la croissance sur le milieu contenant la plus faible concentration d'extrait.

Mode opératoire : Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits

méthanoliques ont ét¢ déterminées selon la méthode décrite par Tuncel et Nergiz (1993).
a) Préparation des boites

=  Une solution mere de I’extrait a 5 mg/ml a été préparée.

= A partir de cette solution mere et une gélose Mueller Hinton en surfusion, on prépare des
concentrations croissantes en extrait méthanolique (0,3 a 2 mg/ml) (tableau II: annexe 5).

= Apres homogénéisation, le milieu (Mueller Hinton + extrait méthanolique) est coulé sur

boite puis séché pendant 30 minutes a I’étuve a 37°C.
b) Ensemencement

L'ensemencement est effectué¢ en surface, sous forme de spot de 1ul de suspension

bactérienne (107 cellules/ml), soit 10* UFC/spot, un témoin sans extraits a été réalisé et des
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standards d’acide cinnamique, d’acide caf€ique, d’acide gallique et de quercétine ont été
¢galement testés. La lecture du résultat a été effectuée aprés 24h d’incubation a 37°C. Les valeurs
de CMI sont déterminées comme étant la plus petite concentration d’extrait déposé avec absence

visible de croissance a chaque temps de lecture.

Dans le but de déterminer la concentration minimale bactéricide (CMB), des tubes de
bouillon nutritif ont été ensemencés par un prélévement effectué au niveau du spot ou il n’ya

pas croissance, I’absence de trouble aprés 24h d’incubation a 37 °C indique un effet bactéricide.

2.1.8.5. Etude de I’évolution de la croissance de S. aureus en présence de I’extrait de la

variété Bouricha

Dans le but de déterminer le pouvoir de 1’extrait méthanolique a inhiber la croissance de S.
aureus, nous avons suivi I’évolution de la croissance de ce dernier en présence et en absence de
I’extrait de la variété Bouricha, le protocole suivi est celui décrit par Sousa et al. (2006) (figure
4).

Un volume de 1,2 ml du bouillon nutritif stérile est additionné avec 1,5 ml d’extrait
méthanolique a une concentration de 50 mg/ml, la suspension est ensemencée avec 300 ul d’une
culture S. aureus (10® cellules/ml) pour atteindre un taux de 10’cellules/ml dans la solution finale.
Un tube témoin est réalis¢ en remplagant 1,5 ml de D’extrait par 1,5 ml de la solution

méthanol/eau (80/20).

Les cultures sont incubées a 37°C et la croissance de S. aureus est suivie par des

dénombrements sur gélose de PCA.

Les prélévements sont effectués au moment de 1I’ensemencement (temps 0), puis toutes les

2h pendant 24h d’incubation.
2.1.9. Etude statistique

Chaque test est réalisé en trois essais et les résultats représentent la moyenne des trois
mesures. Une étude statistique a été réalisée pour la comparaison des résultats et la mise en
évidence des différences significatives entre les échantillons, et ce, pour chaque paramétre en
appliquant une analyse de la variance (ANOVA) suivie du test de Newman-Keuls a 1’aide d’un
logiciel STATISTICA 5.5. Le degré de signification des résultats est pris a la probabilité p<0,05.

Les coefficients de corrélation de PEARSON sont réalisés avec le méme logiciel.
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Culture de 18h de m
S. aureus
l SSe Qe EW Prélevement sur eau physiologique

jusqu'a avoir une DO de 0,5 a
A=525nm, correspondant a une charge
de 108 cellules/ml.

300pl S. aureus a 10° o8
300yl S. aureus a 10

+
+
1,2ml du bouillon nutritif 1,2ml du bouillon nutritif
I"I I"I
(- '
‘I :, ‘L =

S. aureus a 10”cellules/ml l S. aureus a 10’cellules/ml

Incubation a 37°C ]

Ensemencement en surface de S. aureus sur milieu PCA toutes les 2 heures

durant 24 h. en présence et en absence de I’extrait

ays

Dénombrement des boites

Figure 4 : Etude de I’évolution de la croissance de S. aureus en présence et en absence de

I’extrait de la variété Bouricha (Sousa et al., 2006).
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2.2. Résultats et discussion
2.2.1. Indice de maturité

Les indices de maturité des olives des différentes variétés ainsi que les dates de récolte
sont reportés dans le tableau X. Les résultats obtenus montrent des valeurs qui varient entre
3,38 pour la variété Aghenfas et 6,79 pour la variété Tabelout. Notons que cette derniére a été

récoltée a une époque tardive (03/01/2009) par rapport aux autres variétés.

L’analyse statistique montre la présence de différences significatives (p<0,05) entre les
variétés. Néanmoins, aucune différence significative existe entre : Aghenfas, Bouricha et
Limli ; Akerma, Bouchouk Sommam et Neb Djemel ; Akerma, Blanquette de Guelma et

Ferkani et entre Bouricha, Chemlal Tazmalt et Limli.

Tableau X : Dates de récolte et indice de maturité des différentes variétés d’olives.

Variété Date de la récolte | Indice de maturité
Aghenfas 02/12/2008 3,38+0,17%
Akerma 20/12/2008 4,73+0,08°
Blanquette de Guelma 24/12/2008 4,85+0,019
Bouchouk Soummam 20/12/2008 4,46+0,19¢
Bouricha 10/11/2008 3,88+0,17"
Chemlal 30/12/2008 5,55+0,44°
Chemlal Tazmalt 01/01/2009 4,01+0,01°
Ferkani 23/12/2008 5,020,097
Limli 05/11/2008 3,72+0,07"
Neb Djemel 02/12/2008 4,40+0,06°
Tabelout 03/01/2009 6,79+0,12"

* Chaque valeur représente la moyenne =+ I’écart type (n = 3),
* les valeurs suivies par les mémes lettres dans une méme colonne ne présentent aucune différence
significative (p<0,05).

A partir des résultats, on observe I’absence de différences significatives entre les
variétés séparées par des intervalles de récolte : une journée (Blanquette de Guelma et
Ferkani), de cinq jours (Bouricha et Limli), de vingt deux jours (Aghenfas et Bouricha) et
plus d’un mois (Bouricha et Chemlal Tazmalt ; Limli et Chemlal Tazmalt). D’un autre coté,
on a relevé une différence significative (p<0,05) entre les variétés Aghenfas et Neb Djemel qui

sont récoltées dans la méme journée.
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Toutes ces constatations nous menent a conclure que 1’indice de maturité est étroitement
li¢ a la variété, suite a des facteurs génétiques. En effet, certaines variétés entrent en
maturation plus vite que d’autres et de ce fait, on distingue des variétés a maturation précoce,
c’est le cas de la variété marocaine Manzanilla (El Antari et al., 2003) et des variétés a

maturation tardive comme la variété espagnole Arbequina (Yousfi et al., 2006) .

D’autres facteurs peuvent également influencer 1’indice de maturité dont la charge de
I’olivier. Selon El Antari et al. (2000), la charge des arbres en fruits engendre une compétition
entre les fruits dont résultent les faibles valeurs d’indice de maturité au moment de la récolte.
Concernant notre travail, nous avons remarqué que l’olivier a partir duquel nous avons
échantillonné au début du mois de janvier la variété Chemlal Tazmalt était trés chargé, ceci
pourrait expliquer en partie le résultat de 1’indice de maturité (4,01) qui était trés proche des

indices de variétés récoltées pendant le début du mois de novembre (Limli et Bouricha).
2.2.2. Dosage des polyphénols totaux

Les résultats relatifs a la teneur en composés phénoliques totaux des onze variétés
d’huiles d’olives sont regroupés dans le tableau XI. En général, les teneurs sont comprises
entre 115,73 mg/Kg pour la variété Chemlal Tazmalt et 420,95 mg/Kg pour la variété Neb

Djemel.

D’apres Tsimidou (1998), on peut classer les variétés étudiées par rapport a la teneur en

polyphénols comme suit :

» Variétés a faibles teneurs en polyphénols totaux (50 - 200 mg/Kg) : on distingue

quatre variétés : Aghenfas, Akerma, Chemlal Tazmalt et Limli;

» Variétés a teneurs moyennes en polyphénols totaux (200 - 500 mg/Kg) : les sept
variétés restantes appartiennent a ce groupe : Blanquette de Guelma, Bouchouk

Sommam, Bouricha, Chemlal, Ferkani, Neb Djemel et Tabelout.

L’analyse statistique des données montre la présence de différences significatives
(p<0,05) entre les variétés, néanmoins, aucune différence significative n’est notée entre
Aghenfas et Bouchouk Soummam; Akerma et Limli; Blanquette de Guelma et Bouricha;
Chemlal Tazmalt et Limli, ni entre Ferkani et Tabelout.

D’apres nos résultats, il ressort que le cultivar est un facteur important qui influence la
composition quantitative en polyphénols totaux de I’huile d’olive, tel que déja observé par

plusieurs auteurs : Dugo et al. (2004), Haddada et al. (2007), Zarrouk et al. (2008) et
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Ocakoglu et al. (2009). La concentration en polyphénols totaux dépend du systéme
enzymatique spécifique pour chaque variété. D’apres Artajo (2006), une corrélation positive
est observée entre 1’activité enzymatique de la L-phénylalanine ammonia lyase (PAL) et le
taux de polyphénols présents dans I’huile d’olive. Il est bien connu que la teneur en
composés phénoliques n’est pas seulement liée a la variété, mais c’est le résultats d’une
interaction complexe entre plusieurs facteurs, a savoir I’indice de maturité des olives
(Rovellini et Cortesi, 2003), la saison, la région, les conditions climatiques (Salvador et al.,
2003), I’état sanitaire des olives (Tamendjari et al., 2004), le systéme d’extraction de 1’huile

(De Stefano et al., 1999) et les conditions d’extraction (Vekiari et Koutsaftakis, 2002).

Tableau XI : Teneurs en composés phénoliques totaux des différents extraits

méthanoliques des huiles d’olives par méthode colorimétrique.

Teneur en COII]pOSéS
Variété phénoliques totaux
(mg/Kg)

Aghenfas 161,78 + 6,24°¢
Akerma 130,92 + 7,68°
Blanquette de Guelma 365,24 + 8,40
Bouchouk Soummam 152,17 £ 7,23¢
Bouricha 369,79 + 6,88
Chemlal 234,38 + 6,42°
Chemlal Tazmalt 115,73 + 4,35%
Ferkani 243,23 +2,87°¢
Limli 123,43 +£0,79*
Neb Djemel 420,95 + 2,028
Tabelout 239,79 + 1,69¢

* Chaque valeur représente la moyenne + 1’écart type (n = 3),
* les valeurs suivies par les mémes lettres dans une méme colonne ne présentent
aucune différence significative (p<0,05).

La variét¢é Chemlal Tazmalt présente la teneur la plus faible en polyphénols et qui
représente a peu pres la moitié de la teneur de la variété Chemlal, cela est peut étre di en
partie a l’origine géographique associé¢ au régime d’irrigation. Les variétés Neb Djemel,
Bouricha et Blanquette de Guelma, contiennent des teneurs appréciables en composés
phénoliques, s’averent intéressantes pour de nouvelles plantations ou d’éventuels coupages

avec des huiles pauvres en composés phénoliques.
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D’apres Tovar et al. (2002), au cours de la maturation, 1’activité de 1’enzyme PAL
diminue et I’activité des estérases et des glucosidases augmente (Ben Youssef et al., 2010),
entrainant ainsi une réduction des taux des polyphénols totaux, on estime alors que les
variétés Chemlal, Ferkani et Tabelout devraient contenir des teneurs assez appréciables en
composés phénoliques a des indices de maturité moins avancés ou inférieurs a 5 d’ou la
nécessité de réaliser la récolte a une période plus avancée pour obtenir des huiles plus riches

en composés phénoliques.

Les teneurs en polyphénols totaux enregistrées pour nos variétés d’huiles sont
relativement proches de celles des variétés italiennes étudiées par Tura et al. (2007) et Baiano
et al. (2009), pour lesquelles les teneurs oscillent entre 115 a 377 mg/Kg et entre 133,68 a
322,18 mg/Kg respectivement. Ocakoglu et al. (2009) ont signalé des teneurs qui oscillent
entre 75,46 et 333,37 mg/Kg pour des variétés turques. Nos variétés sont beaucoup plus riches
en polyphénols totaux que les variétés tunisiennes (Chetoui, Chemlali, Meski et Sayali : 18,2 a
162,8 mg/Kg) et les variétés espagnoles (entre 37,2 et 93,2 mg/Kg) analysées respectivement
par Dhifi et al. (2006) et Ceci et Carelli (2007).

2.2.3. Dosage des ortho-diphénols

Les tencurs en ortho-diphénols sont représentées dans le tableau XII. Les valeurs
fluctuent entre 29,67 mg/Kg (Neb Djemel) et 5,68 mg/Kg (Limli). Des différences
significatives sont relevées (p<0,05) entre les variétés d’huiles étudiées sauf entre les huiles
des variétés Akerma et Bouchouk Sommam, entre Bouricha et Chemlal et entre Ferkani et

Tabelout.

Un coefficient de corrélation significatif est relevé entre le taux de polyphenols totaux et
ortho-diphénols (r=0,88 : annexe 6). Nos résultats sont en accord avec ceux de Di
Giovacchino et al. (2001) et ceux de Cerretani et al. (2006) qui ont enregistré un coefficient
de corrélation de 0,88 et 0,82 respectivement. Certains auteurs ont rapporté qu’une huile
d’olive ayant une teneur élevée en composés phénoliques totaux présente un taux élevé en
ortho-diphénols (Evangelisti et al., 1997; Blekas et al., 2002). Un travail de Zarrouk et al.
(2008), parmi trois variétés tunisiennes étudiées, la variété Zalmati la plus riche en composés
phénoliques contenait la quantité la plus faible en ortho-diphénols. Ces différentes
constatations pourraient étre expliquées par la variation des systémes enzymatiques présents

dans chaque variété.
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Tableau XII : Teneurs en ortho-diphénols des différents extraits méthanoliques

des huiles d’olives étudiées.

Variété Teneur en ortho-diphénols
(mg/Kg)
Aghenfas 13,15 + 0,00
Akerma 10,07+ 0,00°¢
Blanquette de Guelma 23,37 + 0,598
Bouchouk Soummam 10,92 + 0,00¢
Bouricha 15,65 + 0,86°
Chemlal 15,49 +0,18¢
Chemlal Tazmalt 7,54 + 0,00
Ferkani 19,30 + 0,00"
Limli 5,68 +0,00?
Neb Djemel 29,67 + 0,73"
Tabelout 19,36 + 0,97

* Chaque valeur représente la moyenne + I’écart type (n = 3),
* les valeurs suivies par les mémes lettres dans une méme colonne ne présentent aucune
différence significative (p<0,05).

Les teneurs en ortho-diphénols des variétés étudiées sont relativement proches des
variétés espagnoles Picual, Hojiblanca et Arbequina dont les teneurs varient entre 3,99
mg/Kg et 18,92 mg/Kg (Gutiérrez et al., 2002), mais largement inferieures a celles
enregistrées par Cerretani et al. (2004) pour des variétés italiennes (127 a 228 mg/Kg) et a
celles des variétés tunisiennes rapportées par Zarrouk et al. (2008) qui sont de ’ordre de
188,12 a 213,62 mg/Kg. Salvador et al. (2003) ont obtenu des teneurs plus faibles (1,5 et

10,4 mg/Kg), en étudiant la variété espagnole Cornicabra sur 5 saisons de récolte.

2.2.4. Détermination des biophénols des huiles d’olives par Chromatographie en Phase
Liquide a Haute Performance (HPLC)

L’analyse des chromatogrammes (annexe 7) des extraits phénoliques des huiles étudiées
montre une composition qualitative en composés phénoliques similaire pour 1’ensemble des
¢échantillons, mais différente d’un point de vue quantitatif (tableau XIII). Nous avons relevé
les classes suivantes :

e Les sécoiridoides : dérivés d’oleuropéine et de ligstroside;
e Les lignanes;

e Les flavonoides.
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Ce profil en composés phénoliques est analogue a celui observé par d’autres auteurs
pour les variétés espagnoles (Garcia-Villalba et al., 2010), les variétés turques (Ilyasoglu et
al., 2010), les variétés francaises(Andjelkovic et al., 2008) et les variétés algériennes (Laribi
etal., 2009).

2.2.4.1. Les sécoiridoides: dérivés d’oleuropéine et de ligstroside

En comparant aux taux des polyphénols totaux, pour toutes les variétés étudices, les
sécoiridoides représentent la classe majoritaire des polyphénols totaux, leurs distributions
varient d’une variété a une autre ce qui est en accord avec les résultats de De La Torre-Carbot
et al. (2005), Gémez-Rico et al. (2008) et ceux de Dabbou et al. (2009). C’est la variété Neb
Djemel qui enregistre le pourcentage le plus élevé 83,61% et le pourcentage minimal est
obtenu pour ’huile de la variété Chemlal Tazmalt (43,19%). Des coefficients de corrélation
positifs et significatifs (p<0,05) sont enregistrés (annexe 6) entre le taux des polyphenols

totaux et les dérivés d’oleuropéine et de ligstroside (0,95 et 0,97 respectivement).

Les variétés Neb Djemel et Bouricha se caractérisent par les teneurs les plus élevées en
dérivés d’oleuropéine (276 et 235 mg/Kg respectivement) et dérivés de ligstroside (173 et 150
mg/Kg respectivement), suivie des variétés Chemlal, Ferkani, Blanquette de Guelma et
Tabelout dont les teneurs oscillent entre 119 et 103 mg/Kg (dérivés d’oleuropéine) et entre 91
et 124 mg/Kg (dérivés de ligstroside). Pour les autres variétés, les teneurs sont inférieures a
100 mg/Kg (36 a 82 mg/kg pour les dérivés d’oleuropéine et 26 a 62 mg/Kg pour les dérivés
de ligstroside).

D’apres Servili et al. (2004) et Dabbou et al. (2009), les dérivés sécoiridoides sous
forme dialdehydique de 1’acide élénolique li¢es a I’hydroxytyrosol (3,4-DHPEA-EDA) ou liés
au tyrosol (p-HPEA-EDA) et les isoméres d’oleuropéine aglycone (3,4-DHPEA-EA) sont les
sécoiridoides les plus abondants dans 1’huile d’olive. Ils sont issus de d’hydrolyse des
sécoiridoides glucosides présents dans le fruit d’olive par I’activation la B-glucosidase au cours

de I’extraction (Servili et al., 2002; Artajo et al., 2007).
» L’hydroxytyrosol et le tyrosol

L’hydroxytyrosol (3,4-DHPEA)et le tyrosol (p-HPEA)sont les principaux alcools
phénoliques présents dans les huiles des variétés ¢étudiées ce qui est en accord avec les
résultats obtenus par Servili et al. (2004) et Ocakoglu et al. (2009). Toutes les variétés
d’huiles étudiées présentent des teneurs en tyrosol plus élevées que celles en hydroxytyrosol,

les valeurs oscillent entre 2 et 28 mg/Kg pour le tyrosol et entre 0,5 et 5 mg/Kg pour
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I’hydroxytyrosol. Les variétés Blanquette de Guelma et Bouricha enregistrent les valeurs les
plus élevées en tyrosol (28 et 26 mg/Kg respectivement) et en hydroxytyrosol (5 mg/Kg),
tandis que les plus faibles valeurs en tyrosol et hydroxytyrosol sont enregistrées

respectivement par les variétés Bouchouk Soummam (2 mg/Kg) et Aghenfas (0,5 mg/Kg).

Il est important de signaler que malgré que la variété Limli se révéle pauvre en
polyphenols totaux, elle enregistre un taux plus élevé en tyrosol par rapport a la variété Neb
Djemel qui est considérée comme étant la variété la plus riche en polyphénols totaux. Cette
remarque a été aussi signalée par Dabbou et al. (2009) sur la variété Ascolana Tenera

introduite en Tunisie.

Les variétés étudiées présentent des teneurs en alcools phénoliques (hydroxytyrosol et
tyrosol) proches de celles des variétés espagnoles étudiées par Gomez-Rico et al. (2008), pour
lesquelles les teneurs en tyrosol sont comprises entre 1,2 et 29,8 mg/Kg, celles en
hydroxytyrosol entre 0,4 et 5 mg/Kg, mais elles sont supérieures a celles des variétés
tunisiennes qui présentent des teneurs en tyrosol comprises entre 0,65 et 5,36 mg/Kg et en
hydroxytyrosol comprises entre 0,05 et 1,59 mg/Kg (Haddada et al., 2007). Par contre, elles
sont inferieures aux teneurs des huiles commerciales siciliennes analysées par Saitta et al.
(2009) présentant des teneurs qui varient de 10,5 a 32,3 mg/Kg pour le tyrosol et de 12,8 a
36,1 mg/Kg pour I’hydroxytyrosol.

Brenes et al. (2001) et Baiano et al. (2009) ont observé que les teneurs en tyrosol et
hydroxytyrosol sont généralement faibles dans I’huile nouvellement extraite mais augmentent
graduellement au cours du stockage parallelement a une diminution des formes phénoliques
complexes telle que le 3,4-DHPEA-EDA et le p-HPEA-EDA, ce qui permet de déduire que la

dégradation de ces derniers génére les phénols simples tels que I’hydroxytyrosol et le tyrosol.
2.2.4.2. Les lignanes

Qualitativement parlant, pour toutes les huiles analysées, les lignanes viennent en 2°™
position aprés les sécoiridoides a 1’exception des huiles des variétés Aghenfas, Akerma,
Bouchouk Sommam et Neb Djemel dont le taux des flavonoides sont supérieurs a ceux des
lignanes, les mémes résultats sont observés par Garcia-Villalba et al. (2010) sur les variétés
espagnoles ou la variété Picual enregistre des teneurs plus élevées en flavonoides par rapport
aux lignanes, alors que pour la variété Arbequina, ils ont relevé des teneurs plus importantes
en lignanes. Les pourcentages en lignanes de nos huiles varient entre 3,91% (Neb Djemel) et

15,95% (Chemlal Tazmalt) par rapport aux polyphénols totaux.
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Toutes les variétés d’huiles étudi€es présentent des teneurs appréciables en lignanes, la
variété Bouricha se caractérise par la teneur la plus élevée (51 mg/Kg) suivie des variétés
Ferkani et Chemlal Tazmalt avec des teneurs respectives de 42 et 41 mg/Kg, la valeur la plus
faible est relevée pour la variété et Bouchouk Soummam (12 mg/Kg), le reste des variétés

présentent des teneurs comprises dans I’intervalle de 16 et 38 mg/Kg.

Bien que la variété Neb Djemel se révéle étre riche en polyphénols totaux (537 mg/Kg),
elle ne renferme que 21 mg/Kg en lignanes par contre la variété Chemlal Tazmalt qui est
moins riche en polyphénols totaux (257 mg/Kg) montre une teneur en lignanes de 41 mg/Kg.
En plus du facteur variété, ceci peut €tre attribu¢ a 1’origine géographique comme il a été

signalé par Tovar et al. (2001).

Nos résultats sont inferieurs a ceux obtenus par Criado et al. (2004) sur la variété
espagnole Arbequina cultivée a Tarragona et Jaén dont les teneurs sont de 65 mg/Kg et 61
mg/Kg respectivement, et largement inferieurs a ceux des variétés étudiées par Brenes et al.
(2001) dont les teneurs sont supérieures a 100 mg/Kg. Cependant, nos variétés présentent des
teneurs supérieures a celles des variétés Picual et Hojiblanca étudiées par Garcia-Villalba et
al. (2010) et a celles des variétés tunisiennes étudiées par Haddada et al. (2008) dont les

teneurs oscillent entre 3,15 et 9,35 mg/Kg.
2.2.4.3. Les flavonoides

Toutes les variétés d’huiles étudiées présentent des teneurs appréciables en flavonoides,
les variétés Akerma et Aghenfas se caractérisent par les teneurs les plus élevées (49 et 44
mg/Kg respectivement), alors que les variétés Limli, Tabelout et Ferkani enregistrent les
teneurs les plus faibles (10, 13 et 14 mg/Kg respectivement). Les teneurs du reste des variétés
oscillent entre 18 et 41 mg/Kg. Ces résultats sont largement supérieurs a ceux obtenus par

Criado et al. (2004) et Ilyasoglu et al. (2010).

Les flavonoides représentent 26,03% des polyphénols totaux pour la variété Aghenfas
alors qu’elle enregistre la teneur la plus faible en polyphenols totaux, tandis que les variétés
Blanquette de Guelma et Tabelout enregistrent les taux les plus faibles en flavonoides (4,18%
et 4,11%) avec des teneurs appréciables en polyphénols totaux. Un coefficient de corrélation

négatif (r = -0,28) est enregistré entre les polyphenols totaux et flavonoides (annexe 6).

D’aprées les résultats obtenus, 1’apigénine et la lutéoline sont présents dans toutes les
huiles analysées, avec une prédominance de la lutéoline a 1’exception de la variété Tabelout.

Les variétés étudiées par Andjelkovic et al. (2009) et Garcia-Villalba et al. (2010) présentent
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un taux plus ¢€levé en lutéoline alors que les variétés turques récoltées en 2006 révelent une
dominance de ’apigénine (Ocakoglu et al., 2009). La variété Akerma se caractérise par la
teneur la plus élevée en lutéoline (38 mg/Kg), cette teneur est proche de celles des variétés
frangaises obtenues par Andjelkovic et al. (2008). Concernant I’apigénine, c’est la variété
Chemlal Tazmalt qui enregistre la teneur la plus importante (14 mg/Kg) avec aussi une teneur
assez ¢levée en lutéoline (20 mg/Kg). On observe également que les variétés Limli et
Tabelout se distinguent par les teneurs les plus faibles en apigénine (3 mg/Kg) et lutéoline (6
mg/Kg) respectivement, ces teneurs sont proches de celles rapportées par Andjelkovic et al.
(2009). Pour le reste des variétés, les valeurs varient entre 7 et 32 mg/Kg pour la lutéoline et 4

et 13 mg/Kg pour I’apigénine.

D’apres Brenes et al. (1999), la concentration de la lutéoline diminue avec la maturation
du fruit d’olive, par contre, celle de I’apigénine ne subit aucun changement ce qui pourrait
expliquer les faible teneurs en lutéoléine chez la variété Tabelout qui présente un indice de

maturité élevé (6,97).
2.2.4.4. Les polyphénols oxydés

Il ya plusieurs année, un intérét croissant a été porté sur les formes oxydés des
polyphénols de I’huile d’olive car elles sont en relation avec la détermination des états de la
fraicheur et de vieillissement de 1’huile d’olive (Rovellini et Cortesi, 2002). Le rapport entre
ces composés et leurs formes naturelles est considéré clé pour le jugement de la bonne qualité

de I’huile (Rovellini, 2008).

Concernant les résultats obtenus, on a noté la quantité la plus élevée pour la variété
Chemlal Tazmalt (67 mg/Kg) avec le pourcentage le plus élevé (26,07%), alors que les
teneurs les plus faibles sont enregistrées par les variétés Ferkani et Aghenfas (12 et 14 mg/Kg
respectivement). La variété Neb Djemel s’avére intéressante car, en plus de sa teneur élevée
en polyphénols totaux (537 mg/Kg), elle présente une faible teneur en polyphénols oxydés (19
mg/Kg), qui est équivalent a 3,53% des polyphénols totaux.
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Tableau XIII : Teneurs des composés phénoliques individuels, polyphénols totaux et polyphénols oxydés des huiles d’olives déterminées par HPLC.

Aghenfas | Akerma | Blanquette | Bouchouk | Bouricha | Chemlal | Chemlal | Ferkani | Limli Neb Tabelout
de Guelma | Soummam Tazmalt Djemel
Dérivés d’oleuropéine
50 36 203 82 235 133 61 119 60 276 120
(mg/Kg)
» Hydroxytyrosol 0,5 0,9 5 2 5 3 2 1 3 4 4
Dérivés de ligstroside
26 44 115 32 150 101 50 91 62 173 124
(mg/Kg)
» Tyrosol 3 4 28 2 26 3 3 4 26 5 11
Flavonoides (mg/Kg) 44 49 18 41 25 23 34 14 10 33 13
> Apigénine 12 11 6 12 7 8 14 4 3 13 7
> Lutéoline 32 38 12 29 18 15 20 10 7 20 6
Lignanes (mg/Kg) 16 38 33 12 51 38 41 42 25 21 29
Polyphénols oxydés (mg/Kg) 14 15 51 18 55 54 67 13 42 19 22
Polyphénols totaux (HPLC)
169 207 430 197 522 354 257 287 208 537 316
(mg/Kg)
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2.2.5. Evaluation de P’activité antioxydante des extraits méthanoliques
2.2..5.1. Pouvoir réducteur

Les résultats relatifs au pouvoir réducteur des différents extraits méthanoliques sont
représentés dans la figure 5. Les meilleures activités réductrices sont exercées par les extraits
d’huiles issues des variétés Neb Djemel, Blanquette de Guelma et Bouricha avec des valeurs
respectives de 178,48, 150,28 et 143,07 mg E.A.G./Kg, tandis que les extraits des variétés
Limli et Chemlal Tazmalt exercent les plus faibles pouvoirs réducteurs qui sont
respectivement de 39,71 et 37,06 mg E.A.G./Kg. Le autres extraits des variétés montrent des

valeurs qui oscillent entre 47,58 et 114,25 mg E.A.G./Kg.
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Figure 5 : Pouvoir réducteur des extraits des différents échantillons d’huiles d’olives.
* les valeurs qui portent les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05),
* les barres verticales représentent les écarts types.

Des différences significatives (p<0,05) sont relevées entre les variétés sauf entre Limli
et Chemlal Tazmalt, entre Limli et Akerma, entre Akerma et Bouchouk Soummam, entre
Chemlal et Ferkani et entre Blanquette de Guelma et Bouricha. Ces différences peuvent étre
attribuées aux variations quantitatives des composés phénoliques, en effet, les extraits
d’huiles riches en composés phénoliques totaux et en ortho-diphénols présentent les meilleurs

pouvoirs réducteurs. Des coefficients de corrélation significatifs (p<0,05) sont obtenus entre
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le pouvoir réducteur et les teneurs en polyphénols totaux (r = 0,98) ainsi qu’avec les teneurs
en ortho-diphénols (r = 0,92) (annexe 6). Sur le plan qualitatif des composés phénoliques, un
coefficient de corrélation significatif (p<0,05) est obtenu entre le pouvoir réducteur et les
teneurs en hydroxytyrosol (r= 72), tandis que un coefficient de corrélation de r=0,31 est noté
entre le pouvoir réducteur et les teneurs en tyrosol. D’aprés Bouaziz et al. (2004), les
composés ayant une structure moléculaire possédant plusieurs groupements hydroxyles
augmentent ’activité antioxydante. Les ortho-diphénols de I’huile d’olive possédent une
activité antioxydante plus forte que les phénols monohydroxylés comme le tyrosol et les

ligstrosides aglycones (Carrasco-Pancorbo et al., 2006).
2.2.5.2. Activité scavenger sur le radical DPPH

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 6. L’extrait phénolique de la variété
Blanquette de Guelma exerce le meilleur pourcentage d’inhibition du radical DPPH (72,20%).
Des différences significatives (p<0,05) existent entre les extraits d’huiles des variétés
étudiées, par exemple la variété Tabelout présente des différences significatives (p<0,05) avec
les dix variétés étudiées. Néanmoins, aucune différence significatives (p<0,05) n’est relevée
entre les trois variétés ayant enregistrées les plus faibles taux d’inhibition du radical DPPH, a
savoir, Limli, Akerma et Chemlal Tazmalt avec des taux d’inhibition respectifs de 39,96%,
38,20% et 36,57%.

L’ensemble des résultats obtenus sont proches a ceux rapportés par Nakbi et al. (2010)
pour les variétés tunisiennes ou ils avaient enregistré des valeurs de 78,56% et 37,23%

respectivement pour les variétés Chetoui et Chemlali.

Une corrélation significative (p<0,05) est observée entre ’activité scavenger sur le
radical DPPH et la teneur en ortho-diphénols (r=0,67) et en composés phénoliques totaux
(r=0,72) (annexe 6). Ce dernier est proche de celui obtenu par Samaniego Sanchez et al.
(2007) et qui est de 0,79, mais inférieur a la valeur signalé (0,98) par Gorinstein et al.
(2003).

Les différentes activités scavenger de nos extraits peuvent étre reliées a la composition
et au profil en composés phénoliques des variétés, particulierement les ortho-diphénols. Les
dérivés de I’oleuropéine sont les principaux composés trouvés dans huit variétés étudiées.
Leurs propriétés antioxydantes peuvent étre reliées a la donation d’hydrogéne et leur habilité a
améliorer la stabilit¢ du radical en formant une liaison hydrogeéne intra moléculaire entre

I’hydrogéne libre et leur radical phénoxyl. La présence d’un second groupement hydroxyl en
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position ortho améliore significativement leur pouvoir a agir comme un antioxydant telle que

citée par plusieurs auteurs (Visioli et Galli, 1998; Ollivier et al., 2004; Servili et al., 2009).
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Figure 6 : Pourcentages d’inhibition du radical DPPH des extraits des différents échantillons
d’huiles d’olives.

* les valeurs qui portent les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05),
* les barres verticales représentent les écarts types.

A travers les résultats, on note également que les variétés Bouchouk Soummam et
Aghenfas présentent des pourcentages d’inhibition du radical DPPH plus élevées (61,77 et
60,15% respectivement) que les variétés Ferkani (57,84%) et Tabelout (49,34%) malgré que
ces dernieres soient plus riches en polyphénols totaux. Ceci pourrait étre en relation avec les
teneurs en flavonoides car les variétés Bouchouk Soummam et Aghenfas sont plus riches en
flavonoides, elles contiennent respectivement 41 et 44 mg/Kg correspondant a 26,03 et
23,71% des polyphénols totaux, tandis que les variétés Ferkani et Tabelout contiennent

respectivement 13 et 14 mg/Kg correspondant a 4,87 et 4,11% des polyphénols totaux.

De plus, mis a part la variété Tabelout, la teneur en lutéoline est plus importante dans
toutes les variétés par rapport a 1I’apigénine, notamment, pour les variétés Akerma, Aghenfas
et Bouchouk Soummam. Selon plusieurs travaux, la présence d’un groupement catéchol (la

structure ortho-diphénolique) sur 1’un des ses cycles lui conférent une activité antiradicalaire
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puls importante par rapport a 1’apigénine (Pannala et al., 2001; Bouaziz et al., 2004;
Majewska et al., 2011).

Concernant la variété Akerma, elle a enregistré une teneur élevée en flavonoides soit 49
mg/Kg (23,71% des polyphénols totaux) mais elle présente une activité antiradicalaire tres
faible par rapport aux autres variétés. Ceci pourrait étre attribu¢ au fait que cette variété
contient une faible teneur en dérivés d’oleuropéine (36 mg/Kg qui correspond a 4,16% des
polyphénols totaux) et élevées en lignanes correspondant a 18,35% des polyphénols totaux.
D’aprés Carrasco-Pancorbo et al. (2006), la présence du groupement COOCH; dans la
molécule 1-acetoxypinorésinol ainsi que la 0-méthylation (-OCH3) du groupement hydroxyle

des cycles benzoiques diminuent leur activité antioxydante.
2.2.5.3. Activité scavenger sur le radical ABTS™

Les résultats du pouvoir antiradicalaire des extraits méthanoliques, exprimés en

pourcentage d’inhibition du radical ABTS™" sont illustrés dans la figure 7.
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Figure 7: Pourcentages d’inhibition du radical ABTS™" des extraits des différents échantillons
d’huiles d’olives.

* les valeurs qui portent les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05),
* les barres verticales représentent les écarts types.
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Il apparait clairement que tous les extraits d’huiles d’olive analysés possédent la
capacité de piéger le radical ABTS™ et ce pouvoir différent significativement (p<0,05) entre
les variétés, toutefois, aucune différence significative (p<0,05) n’est observée entre les
extraits : Akerma, Chemlal Tazmalt et Limli, Aghenfas, Bouchouk Soummam, Chemlal,
Ferkani et Neb Djemel.

Les résultats sont aussi exprimés en termes d’ICsy (tableau XIV), représentant la
concentration nécessaire pour diminuer la concentration initiale du radical ABTS™ de 50%. La
plus petite valeur d’ICsy correspond a la plus grande activit¢é antiradicalaire. L’étude
statistique révele des différences significatives entre les échantillons, néanmoins, aucune
différence n’est observée entre les échantillons : Aghenfas, Limli et Tabelout; Bouchouk

Soummam et Chemlal ; Neb Djemel et Chemlal ; Chemlal Tazmalt et Ferkani.

Tableau XIV: Détermination des ICs sur le radical ABTS™ des différents

extraits des échantillons d’huiles d’olives.

Variété IC5¢ (mg/ml)
Aghenfas 0,28+0,01°¢
Akerma 0,42+0,018
Blanquette de Guelma 0,18+0,01°
Bouchouk Soummam 0,27+0,007¢
Bouricha 0,12+0,017*
Chemlal 0,26+0,006
Chemlal Tazmalt 0,37+0,011°
Ferkani 0,30+0,005"
Limli 0,33+0,005°¢
Neb Djemel 0,25+0,002°¢
Tabelout 0,324+0,005°¢

* Chaque valeur représente la moyenne =+ écart type (n = 3),
*Les valeurs suivies par les mémes lettres ne présentent aucune différence
significative (p<0,05).
La variété Bouricha enregistre le pourcentage d’inhibition le plus élevé du radical
ABTS™ (73,38%) suivie de la variété Blanquette de Guelma (66,73%). Elles enregistrent,

ainsi, les plus faibles valeurs d’ICsy soit 0,12 mg/ml et 0,18 mg/ml respectivement,

correspondant a une meilleure efficacité des extraits d’huiles dans la neutralisation du radical
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ABTS". Par contre, les extraits des variétés Limli, Akerma et Chemlal Tazmalt ont montré les
plus basses activités antiradicalaires (46,25, 46,19 et 45,25 % respectivement) et les plus

grandes valeurs d’1Csy (0,33, 0,42 et 0,37 mg/ml respectivement).

On constate aussi que malgré une teneur plus importante en polyphénols totaux pour la
variété Neb Djemel (420,95 mg/Kg), par rapport a la variété Chemlal (226,79 mg/Kg), leurs
activités antiradicalaires sur I’ABTS™ ne montrent aucune différence significative (61,21% et
60,23%, respectivement), ceci pourrait étre dii au taux d’hydroxytyrosol qui représente 2,25%
des dérivées d’oleuropéine pour la variété Chemlal, alors que chez la variété Neb Djemel, il
est de 1,45%. D’aprés plusieurs travaux, I’hydroxytyrosol est 1’0rtho-diphenol le plus
impliqué dans I’activité antioxydante (Lavelli, 2002; Tuck et Hayball, 2002).

Un coefficient de corrélation significatif (p<0,05) a été enregistré entre les teneurs en
polyphénols totaux et 1’activité antiradicalaire sur PABTS™ (1=0,76). Des coefficients de
corrélation plus importants ont été obtenus par Samaniego Sanchez et al. (2007) et
Karaosmanglu et al. (2010) qui sont respectivement de 0,89 et 0,90. Selon ces auteurs, les

meilleurs coéfficients de corrélation sont obtenu avec la méthode a ’ABTS.
2.2.5.4. Activité scavenger sur le peroxyde d’hydrogéne

La figure 8 montre les taux d’inhibition du peroxyde d’hydrogéne des différents extraits
méthanoliques d’huiles d’olive. D’apres ces résultats, le taux d’inhibition de H,O, varie de

88,33% pour la variété Blanquette de Guelma a 8,4% pour la variété Chemlal Tazmalt.

L’analyse statistique révele des différences significatives (p<0,05) entre la plupart des
échantillons a I’exception des variétés Bouricha, Ferkani et Neb Djemel d’une part et entre
Chemlal et Tabelout d’autre part.

Les six variétés ayant un taux de polyphénols totaux supérieur a 200 mg/Kg ont toutes
enregistré des pourcentages d’inhibition de H,O, dépassant 70%, a savoir : Blanquette de
Guelma, Bouricha, Neb Djemel, Ferkani, Chemlal et Tabelout. Une corrélation significative
(p<0,05) est notée entre les pourcentages d’inhibition du peroxyde d’hydrogene et les teneurs
en polyphénols totaux (r= 0,81).

L’extrait de la variété Blanquette de Guelma exerce une activité scavenger sur le
peroxyde d’hydrogéne supérieure a celui de la variété Neb Djemel qui présente la teneur la
plus ¢élevée en polyphénols totaux (420 mg/kg), ceci pourrait étre 1i¢ a la plus grande richesse
de cette variét¢é en lignanes, car les valeurs enregistrées sont de 33 et 21 mg/Kg

respectivement. La variété Ferkani se distingue aussi par une activité importante (82,88%)

62



Partie expérimentale Chapitre 11

avec une teneur en composés phénoliques de 243 mg/Kg, ce résultat pourrait étre en relation
avec les teneurs appréciables de cette variété en dérivés d’oleuropéine (119 mg/Kg) et des
lignanes (42 mg/Kg). Selon Owen et al. (2000), il existe une corrélation claire entre 1’activité
antioxydante des composés phénoliques de I’huile d’olive vierge et la concentration en
lignanes. D’aprés les travaux de Carrasco-Pancorbo et al. (2005c), I’activité antioxydante de
(+)-pinorésinol est plus importante que les composés suivants : ligstroside aglycone, tyrosol et

acide ¢élénolique.
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Figure 8 : Pourcentages d’inhibition du peroxyde d’hydrogéne des extraits des différents

échantillons d’huiles d’olives.

* les valeurs qui portent les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05),
* les barres verticales représentent les écarts types.

En fin, les variétés ayant enregistrés les plus bas pourcentages d’inhibition de H,O,
(Limli et Chemlal Tazmalt) présentent les plus basses teneurs en composés phénoliques d’une
part et les taux les plus élevées en polyphenols oxydés, soit 20,2% des polyphenols totaux

pour la variété Limli et 26,9% pour la variét¢ Chemlal Tazmalt.
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2.2.6. Evaluation de I’activité antibactérienne

2.2.6.1. Evaluation de ’activité antibactérienne des extraits méthanoliques par diffusion
sur milieu gélosé

L’activité antibactérienne se manifeste par 1’apparition d’un halo d’inhibition de la
croissance microbienne autour du disque contenant 1’extrait a tester, cette activité est
exprimée par le diamétre de la zone d’inhibition (mm). Les résultats relatifs a 1’activité
antibactérienne de diverses concentrations d’extraits méthanoliques pour 1’ensemble des
variétés d’huile d’olive sont regroupés dans le tableau IV en annexe 8. En général, on
remarque que la plupart des extraits agissent surtout sur S. aureus et sur B. subtilis. Il est
aussi a noter que l’activité est proportionnelle (en termes de diametre d’inhibition) aux
concentrations des extraits testés. L’extrait de la variété Bouricha montre une meilleure
activité antibactérienne a 1’égard des six souches testées. Nous avons noté aussi 1’absence
d’activité antibactérienne au tour des disques imprégnés par le solvant d’extraction

(méthonol/eau : 80/20) et qui est considéré comme témoin (figure 9).

Selon Pereira et al. (2006), on distingue différents niveaux d’activité des extraits en se
basant sur le diamétre (D) des zones d’inhibitions : aucune activité : D= 0 mm, faible activité :
2 mm < D < 3 mm, activité intermédiaire : 4 mm < D < Smm, forte activité: 6 mm <D <9

mm et tres forte activité : D > 9.
» Activité des extraits méthanoliques vis-a-vis de Staphylococcus aureus

Les résultats obtenus (tableau XV) montrent le diameétre des zones d’inhibition des

différents extraits méthanoliques des huiles d’olives vis-a-vis de I’espéce S. aureus.

Les diamétres des zones d’inhibition varient de 1 mm (extrait de Chemlal Tazmalt a
0,25 mg/disque) a 26 mm (extrait de Bouricha 1 mg/disque). D’autre part, tous les extraits
testés a différentes concentrations ont montré une activité antibactérienne vis-a-vis de S.
aureus mis a part les extraits des variétés Chemlal Tazmalt et Tabelout a la concentration de
0,12 mg/disque. L’activité antibactérienne est inversement proportionnelle a la concentration
de I’extrait. Les meilleures activités (en termes de diametre de la zone d’inhibition) ont été
obtenues avec les extraits de la variété Bouricha (26 mm), suivie de la variété Blanquette de
Guelma (21 mm) a une concentration de 1 mg/disque (figure 9). A cette concentration, des
différences significatives sont relevées entre les échantillons (p<0,05), sauf entre les extraits
des variétés Aghenfas, Akerma et Neb Djemel et entre Chemlal Tazmalt et Tabelout. Les

extraits de ces deux derniéres variétés sont moins performants avec des diamétres qui
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oscillent entre 4,33 et 5 mm respectivement, traduisant une activité intermediaire de ces deux

extraits vis-a-vis de S. aureus. Le reste des varietés presentent une forte activité vis-a-vis de S.

aureus présentant ainsi des zones d’inhibition qui varient entre 10,33 et 19 mm pour une

concentration de 1 mg/disque.

Tableau XV : Activité antibactérienne des extraits méthanoliques vis-a-vis de S. aureus.

Variété

Diameétre de la zone d'inhibition (mm) a différentes
concentrations de I’extrait

1 mg/ disque | 0,5 mg/ disque | 0,25 mg/ disque | 0,12 mg/ disque

Aghenfas 19,00+0,00° | 17,66+0,57™ | 15,00+0,00 | 13,00:0,00"
Akerma 18,000,00™P | 17,33+1,15™ | 14,33+1,15% | 11,00+1,00
Blanquette de Guelma | 21,33+0,579 | 17,33+0,57™ | 13,00+0,00™ | 08,33+0,57%
Bouchouk Soummam | 10,33+0,57" | 08,33+0,57° | 05,00+0,00° [ 02,00+0,00"
Bouricha 26,0040,00° | 22,66+0,47° | 20,33+0,47¢ 17,00+0,00™
Chemlal 16,00+0,00™ | 12,00+1,008" | 09,66+0,57" 07,33+0,57°
Chemlal Tazmalt 04,33+0,57° | 03,00+0,00" 01,00+0,00? -
Ferkani 14,66£0,57% | 09,66+0,57" | 04,66+0,57° 02,66+0,57"
Limli 12,66+0,57" | 07,66+0,579 | 05,66+0,57° 02,66+0,57"
Neb Djemel 19,00+0,00° | 17,33+0,57™ | 14,00+1,00% | 10,00+1,00"
Tabelout 05,00+0,00° | 03,00+1,00° | 01,66+0,57™ -

*_-: Pas de zone d’inhibition observée.

* Les valeurs suivies par la méme lettre ne différent pas significativement (p<0,05).

Figure 9: Activité des extraits vis-a-vis de S. aureus : a) extraits de la variété Bouricha, b)
extraits de la variété Blanquette de Guelma a différentes concentrations, 1: 1 mg/disque, 2:
0,5 mg/disque, 3 : 0,25 mg/disque, 4: 0,12 mg/disque. T: témoin « méthanol/eau (80/20) ».
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A une concentration de 0,12 mg/disque, la souche de S. aureus révele une résistance
pour les extraits des variétés Tabelout et Chemlal Tazmalt et seules les extraits des variétés
Bouricha, Aghenfas, Akerma et Neb Djemel ont maintenues une trés forte activité (D >9 mm)
a cette concentration minimale testée, alors que les extraits des variétés Blanquette de
Guelma et Chemlal ont enregistré une forte activité antibactérienne (6<D<9). Aucune
différence significative n’est notée entre les extraits des variétés Bouchouk Soummam,
Ferkani et Limli qui enregistrent de faibles activités vis-a-vis de cette souche a la

concentration de 0,12 mg/disque.

» Activité des extraits méthanoliques vis-a-vis de Bacillus subtilis

Les résultats obtenus (tableau XVI) montrent un effet inhibiteur des extraits sur B.
subtilis moins prononcé que celui enregistrés sur S. aureus et des différences significatives
(p<0,05) apparaissent entre certaines variétés. En effet, les diametres enregistrés oscillent
entre 11 mm a 2,33 mm pour la concentration maximale d’extrait (1 mg/disque). B. subtilis
s’est montré résistante aux extraits des variétés Chemlal Tazmalt et Tabelout a toutes les
concentrations testées et vis-a-vis des extraits des variétés Aghenfas, Akerma et Limli a partir
de la concentration de 0,5 mg/disque. Par contre, cette résistante est apparue uniquement a la

concentration de 0,12 mg/disque pour 1’extrait de la variété Bouchouk Soummam.

Tableau XVI : Activité antibactérienne des extraits méthanoliques vis-a-vis de B. subtilis.

Diamétre de la zone d'inhibition (mm) a différentes
concentrations de I’extrait

Variété - - - .
1 mg/disque | 0,5 mg/disque | 0,25 mg/disque | 0,12 mg/disque
Aghenfas 4,00d:1,00d 2,66+0,57¢ - --
Akerma 03,00+0,00° | 01,00+0,00* - -

Blanquette de Guelma | 06,33+0,57" | 05,33+0,57" | 04,00+0,00% | 01,00+0,00?
Bouchouk Soummam | 04,00+£0,00% | 02,33+0,57° | 01,00+0,00*

Bouricha 11,00+0,81" | 10,33+0,94" | 09,33+0,47° | 08,66+0,47"
Chemlal 06,00+0,008" | 04,334+0,57¢ | 02,00+0,00™ | 01,00:£0,00?
Chemlal Tazmalt -- -- -- --
Ferkani 06,66+0,57" | 04,66+0,57°" | 02,00£0,00®® | 01,00+0,00°
Limli 2,33+00,57" | 01,00+0,00* - -

Neb Djemel 08,66+0,57" | 06,66+0,57" | 04,00+0,00% | 02,00+0,00**
Tabelout -- -- -- --

*_-: Pas de zone d’inhibition observée.
* Les valeurs suivies par la méme lettre ne différent pas significativement (p<0,05).
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Les meilleures activités sont obtenues pour les extraits des variétés Bouricha (11 a 8,66
mm), suivie de Neb Djemel (8,66 a 2 mm). L’extrait de la variété Bouricha est le seul ayant
enregistré une activité trés forte (D>9) vis-a-vis de B. subtilis: 11, 10,33 et 9,33 mm
respectivement pour les concentrations de 1, 0,5 et 0,25 mg/disque. Les diamétres des zones
d’inhibition oscillent entre 6 et 1 mm pour les extraits des variétés Ferkani, Blanquette de

Guelma et Chemlal a différentes concentrations testées.

> Activité des extraits méthanoliques vis-a-vis de Listeria innocua, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae:

Parmi les onze extraits méthanoliques testés, seuls ceux des variétés de Bouricha et
Blanquette de Guelma ont exercé un effet antibactérien sur L. innocua, E. coli, P. aeruginosa

et K. pneumoniae (tableau XVII).

Une forte activité inhibitrice a ét€ noté pour I’extrait de Bouricha a différentes
concentrations vis-a-vis des quatre souches testées. Pour L. innocua, les diamétres des zones
d’inhibition oscillent entre 7,33 & 9,66 mm et certains résultats différent significativement
(p<0,05), exergant ainsi une forte activité sur cette souche. L’extrait de Blanquette de
Guelma a montré une activité antibactérienne faible vis-a-vis de L. innocua uniquement a la

concentration de 1 mg/disque avec un diamétre de 2,33 mm.

Tableau XVII : Activité antibactérienne des extraits méthanoliques vis-a-vis de

L. innocua, E. coli, P. aeruginosa et K. pneumoniae.

Diameétre de la zone d'inhibition (mm) des extraits vis-a-
Variété Concentration vis a différentes souches
(mg/disque) | L. innocua E. coli P. K.

aeruginosa | pneumoniae

Bouricha 1 09,66+£0,47° | 08,66+0,94% | 09,00+£0,00% | 10,66+0,47°
0,5 09,00+0,81" | 07,66+0,94% | 07,66+0,47° | 08,00+0,81¢

0,25 08,00+0,81° | 07,00+£0,00° | 07,00+0,00" | 07,00£0,00¢

0,12 07,33+0,47" | 06,00+0,81" | 06,00£0,00* | 06,00+0,00°

Blanquette 1 2,33£0,57* | 02,00+1,00* -- 04,00+1,00°
de Guelma 0,5 = 00,66+0,57" ~ 03,3340,57°
0,25 -- -- -- 02,66+0,57"

0,12 - - - 00,66+0,57*

*_-: Pas de zone d’inhibition observée.

* Les valeurs suivies par la méme lettre dans une méme colonne ne différent pas significativement (p<0,05).
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Concernant E. coli, on a noté un diameétre maximal de 8,66 mm pour une concentration
de 1 mg/disque et un minimal de 6 mm pour 0,12 mg/disque pour I’extrait de Bouricha,
exercant ainsi une forte activité antibactérienne. Par contre, I’extrait de Blanquette de Guelma
présente un effet antibactérien faible vis-a-vis d’E. coli seulement aux concentrations de 1 et

0,5 mg/disque avec des diamétres respectifs de 2 et 0,66 mm.

P. aeruginosa a montré une résistance vis-a-vis de 1’extrait de Blanquette de Guelma
pour toutes les concentrations testées. Contrairement, 1’extrait de Bouricha est efficace vis-a-
vis de cette souche a toutes les concentrations utilisées, montrant des diamétres de zone
d’inhibition qui varient de 9 a 6 mm avec des différences significatives (p<0,05) observées

entre les différentes zones d’inhibition obtenues.

Pour les quatre souches testées, 1’extrait de Blanquette de Guelma est plus efficace sur
K. pneumoniae, avec une activité antibactérienne intermédiaire (4 mm) a une concentration
de 1 mg/disque et aux concentrations inférieures, cette activité est faible (3,33 a 0,66 mm de
diamétre). De méme, 1’extrait de Bouricha a enregistré une tres forte activité antibactérienne
avec un diameétre de 10,66 mm a une concentration de 1 mg/disque. Cette activité diminue

progressivement pour atteindre un diametre de 6 mm a la concentration minimale testée.

» Variation de P’activité antibactérienne avec les composés phénoliques des huiles
d’olive
L’activité antibactérienne enregistrée est due aux composés phénoliques présents dans
les différents extraits méthanoliques des huiles d’olive. En effet, plusieurs travaux de
recherche ont signalé le role incontestable des composés phénoliques de I’huile d’olive dans
I’inhibition d’innombrables bactéries pathogénes (Bisignano et al., 1999; Furneri et al., 2004;
Medina et al., 2006; Romero et al., 2007; Karaosmanglu et al., 2010; Bubonja-Sonje et al.,
2011; Cicerale et al., 2012; Shah et al., 2013).

A partir des résultats obtenus, nous avons constaté la présence de différences et parfois
significatives (p<0,05) dans les diametres des zones d’inhibition en fonction de 1’extrait
méthanolique testé. Cette variabilité peut étre due a la sensibilité des microorganismes aux
différents composés phénoliques présents dans ces extraits. En utilisant des extraits
phénoliques purs d’hydroxytyrosol, Obied et al. (2007) ont observé des diamétres d’inhibition
de 20 mm sur S. aureus avec des concentrations de 0,3 mg/disque. De méme, des CMI allant
de 3,9-31,25 pg/ml ont été rapportées par Bisignano et al. (1999), indiquant la grande

sensibilit¢ de cette souche vis-a-vis de I’hydroxytyrosol, nos résultats sont en accord
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concernant la sensibilité élevée de S. aureus vis-a-vis des extraits Bouricha et Blanquette de

Guelma qui enregistrent les taux les plus élevés en hydroxytyrosol.

De plus, les teneurs élevées en flavonoides notamment la lutéoline pour les extraits
Aghenfas et Akerma peuvent expliquer leurs fortes activités sur les souches S. aureus et B.
subtilis par rapport aux extraits des variétés Chemlal, Neb Djemel et Ferkani malgré 1’écart
observé des teneurs en polyphenols totaux. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par
Sousa et al. (2006) concernant la sensibilité des souches B. cereus, B. subtilis et S. aureus a
I’égard d’extraits méthanoliques de I’olive de table « Alcaparra » qui se sont avérés riches en
lutéoline. Xu et Lee (2001) ont également rapporté I’activité de la lutéoline a 1’égard de
staphylocoque résistant a la méthiciline, qui présente des zones d’inhibition de 10,5 mm a
11,5 mm a une charge de 0,05 mg/disque. Plusieurs autres composés phénoliques présents
dans T’huile d’olive ayant wune activit¢ antibactérienne sont recensés; le
décarboxymethyloleuropéine aglycone, le ligstroside aglycone et le tyrosol (Medina et al.,
2006; Medina et al., 2007), I’acide hydroxybenzoique, 1’acide vanillique, I’acide p-

coumarique et I’acide caféique (Korukluoglu et al., 2009).

Les activités antibactériennes observées peuvent €galement résulter d’une synergie
entre les composés phénoliques présents dans 1’extrait méthanolique. Lee et Lee (2010), en
testant I’activité des extraits de feuille d’olivier ainsi que des composés phénoliques purs sur
différentes souches Gram positif et négatif, ont constaté que l’extrait brut présente une
meilleure activité que les composés phénoliques purs (oleuropeine, rutine, vanilline, acide
caféique) d’ou la supposition d’une certaine synergie entre ces composés. Cette synergie peut
expliquer la faible corrélation obtenue entre I’activité antibactérienne (diamétre des zones

d’inhibition) et les teneurs polyphénols individuels (annexe 9).

En comparant la sensibilité des différentes souches vis-a-vis des différents extraits, on
constate que L. innocua, E. coli, P. aeruginosa et K. pneumoniae sont les espéces les moins
sensibles. Sur les onze extraits testés, seulement deux ont inhibé la croissance de L. innocua,
E. coli et K. pneumoniae et un seul a inhibé la croissance P. aeruginosa. L’espéce S. aureus
est sensible a tous les extraits testés. Les composés phénoliques présents dans nos extraits
semblent avoir une meilleure activité a 1’égard des bactéries Gram positif que sur les Gram
négatif, ce qui est en accord avec Rahman et al. (2009) qui ont aboutit aux mémes
constatations. Plusieurs auteurs ont expliqué cette résistance par rapport a la bicouche
lipidique présente chez les Gram négatif, qui constitue une barri¢re pour les polyphénols (Al-

Younis et Abdullah, 2008; Masibo et He, 2009).
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Les résultats négatifs (absence de zone d’inhibition) n’indiquent pas automatiquement
I'absence de 1’activité, mais ceci pourrait étre du aux faibles concentrations de 1’extrait.
D’aprés Nychas et al. (1990) et Sousa et al. (2006), I’activité ainsi que le mode d’action des

polyphénols dépendent de leur concentration.
2.2.6.2. Activité antibactériennes de quelques composés phénoliques purs

L’activité antibactérienne de quelques composés phénoliques purs a été testée sur les six
souches de bactéries et les diamétres des zones d’inhibition obtenus sont rapportés dans le
tableau XVIII. Les composés phénoliques testés sont: 1’acide gallique, I’acide caféique,

I’acide cinnamique et la quercétine aux concentrations de 1, 0,5, 0,25 et 0,12 mg/disque.

Les résultats obtenus montrent un effet antibactérien uniquement pour I’acide caféique
et Dacide gallique et cette activit¢é diminue graduellement avec la diminution de la
concentration. Une résistance a toutes les concentrations utilisées a été observée concernant

I’acide cinnamique et la quercétine vis-a-vis des six souches bactériennes.

L’acide gallique présente la meilleure activité antibactérienne avec des différences
significatives (p<0,05) entre les différentes concentrations pour chaque souche. S. aureus, B.
subtilis et K. pneumoniae sont sensibles a 1’acide gallique pour toutes les concentrations
testées avec des diamétres de zones d’inhibition qui oscillent respectivement de 14 a 6 mm,
de 11 a 5,66 mm et de 10 a 4 mm. Il est donc clair que la souche la plus sensible est S.
aureus, suivie de B. subtilis et ensuite K. pneumoniae. Concernant L. innocua, P. aeruginosa
et E. coli, I’acide gallique n’est efficace qu’aux concentrations de 1 et 0,5 mg/disque, avec des

zones d’inhibition maximales respectives de 8,66, 8 et 6 mm.

Concernant 1’acide caféique, L. innocua et P. aeruginosa se sont montrées résistantes
aux concentrations testées. Cet acide a montré un effet inhibiteur a toutes les concentrations
testées vis-a-vis de S. aureus et B. subtilis. Cette derniére souche est plus sensible avec un
diamétre de zone d’inhibition maximal de 16 mm et des différences significatives (p<0,05)
entre les différents diamétres sont relevées, suivie de S. aureus avec une zone d’inhibition de
10 mm pour une concentration de 1 mg/disque. E. coli et K. pneumonia sont moins
sensibles avec un diamétre maximal de 7 mm et minimal de 4 mm. K. pneumonia s’est

montrée résistante a partir d’une concentration de 0,25 mg/disque, par contre E. coli est

résistante seulement a la concentration de 0,12 mg/disque.

La sensibilité des souches S. aureus et E. coli vis-a-vis de I’acide gallique et de I’acide

caféique a ¢été signalée par King et al. (2008). Rodriguez-Vaquero et ses collaborateurs
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(2007) ont testé une concentration de 50 mg/ml de I’acide gallique et de I’acide caféique vis-
a-vis des souches d’E. coli et K. pneumonia avec un inoculum de 2 x 10°, ils ont trouvé des

diamétres de zone d’inhibition largement inférieurs (2 a 3 mm).

Contrairement a nos résultats, les travaux de Rodriguez-Vaquero et al. (2007) et King
et al. (2008) ont signalé I’effet antibactérien de la quercétine vis-a-vis de S. aureus, E. coli et
K. pneumoniae, par contre, aucune activité n’est détectée vis-a-vis de L. monocytogenes (King

et al., 2008) et P. aeruginosa (Rodriguez-Vaquero et al., 2007).
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Tableau XVIII : Activité antibactérienne de quelques composés phénoliques purs.

Diameétre de la zone d'inhibition (mm)

Standards | Concentrations
(mg/disque) S. aureus B. subtilis L. innocua | P.aeruginosa E. coli K. pneumoniae
1 14,00+0,00" | 11,00+0,00° | 08,66+0,57" | 08,00£0,00° | 06,00+0,00° | 10,00:0,00°
Acide 0,5 10,66+0,57° | 09,00£0,00° | 06,00+0,00° | 06,00+0,00° | 04,00+0,00° | 08,00£0,00°
gallique 0,25 08,00+0,00% | 07,00:£0,00" - - - 05,66+0,57"
0,12 06,00+0,00° | 05,66+0,57 -- -- - 04,00+0,00*
1 10,00+0,00° | 16,00+0,008 -- -- 07,00+0,00° | 07,00+1,00°
Acide 0,5 09,33+0,57° | 14,66+0,57" -- -- 05,66+0,57" |  04,00:0,00*
caféique c d a
0,25 07,00+1,00° | 08,66+0,57 -- -- 04,00+0,00 --
0,12 04,00+0,00* | 07,00+0,00" - - -- -
1 - - - - - -
Acide 0,5 . - — - _ -
cinnamique 0.25 B B B B _ B
0,12 -- -- -- -- - --
1 - - - - - -
» 0,5 -- -- -- -- - --
Quercétine 0.25 ~ ~ _ ~ B ~
0,12 -- -- -- -- - --

*_-: Pas de zone d’inhibition observée.

* Les valeurs suivies par la méme lettre dans une méme colonne ne différent pas significativement (p<0,05).
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2.2.6.3. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides
(CMB)

Le tableau XIX regroupe les résultats relatifs aux CMI et CMB des différents extraits
méthanoliques et des deux standards testés (acide gallique et acide caféique). Les souches
testées sont celles qui se sont révélées sensibles avec le test des disques (présence de zone
d’inhibition). Globalement, 1’activité antibactérienne de Bouricha est plus importante par

rapport aux autres extraits avec un spectre antibactérien plus large et a des doses plus faibles.

Tableau XIX: Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB) des

extraits méthanoliques de variétés d’huile d’olive et de quelques standards.

CMI /CMB en mg/ ml

Variéte S.aureus | B.subtilis | L. innocua | E. coli | P.aeruginosa | K. pneumoniae
Aghenfas 0,9/1,2 1,3/>2 / / / /
Akerma 0,9/1,1 1,4/>2 / / / /
Blanquette | -09 | 12p 1818 | 1852 / >2/>2
de Guelma
Bouchouk 12/1,6 2/>2 / / / /
Soummam
Bouricha 0,6/0,8 1,2/1,7 1,6/1,7 1,8/>2 1/1,1 >2/>2
Chemlal 1,2/1,4 1,2/>2 / / / /
Chemlal
Tazmalt 1,6/1,8 / / / /
Ferkani 1/1,1 1,2/>2 / / / /
Limli 1,2/1,5 1,8/>2 / / / /
Neb Djemel 0,9/1 1,2/>2 / / / /
Tabelout 1,6/>2 / / / / /

Standards
Acide 04/0,6 | 0,6/12 0.8/0,8 |0,7/09| 06/0,8 0,7/1
gallique
Acide 0.6/0.6 | 06/14 / 20 / o)

caféique

/ : non testé.

Par ailleurs, la détermination des CMI et CMB relatives aux extraits actifs a mis en
¢vidence des niveaux d’activité antibactérienne variables selon ’extrait utilisé et la souche
testée. Ainsi, ’extrait de la variété Bouricha s’aveére étre plus actif sur S. aureus, elle
enregistre les CMI et CMB les plus faibles (0,6 et 0,8 mg/ml respectivement). Tandis que
I’extrait des variétés Chemlal Tazmalt et Tabelout révelent les valeurs les plus élevées, soit
une CMI de 1,6 et 1,8 mg/ml respectivement et une CMB de 1,8 mg/ml pour Chemlal
Tazmalt et >2 pour Tabelout, traduisant ainsi une faible activité antibactérienne. Quant au
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reste des extraits, une CMI de 0,9 mg/ml est notée pour les variétés Aghenfas, Akerma et Neb

Djemel et 1,2 mg/ml pour les variétés Limli, Chemlal et Bouchouk Soummam.

Concernant la souche B. subtilis, on note une moindre efficacité de nos extraits par
rapport a S. aureus, aucun des extraits testés n’a dévoilé un effet bactéricide a 1’égard de cette
souche a la plus grande concentration testée (2 mg/ml), a I’exception de I’extrait de la variété
Bouricha et Blanquette de Guelma, pour lesquelles des CMB de 1,7 mg/ml et 2 mg/ml sont
notées. Certains extraits réveélent la méme CMI a I’égard de B. subtilis qui est d’ordre de 1,2
mg/ml pour les extraits de Ferkani, Blanquette de Guelma, Bouricha et Chemlal et Neb
Djemel, tandis que la CMI la plus élevée est obtenue pour I’extrait de la variété Bouchouk
Soummam. L’espéce P. aeruginosa testée uniquement pour ’extrait de la variété Bouricha
montre une valeur de CMI égale a Img/ml et une CMB de 1,1 mg/ml, ce qui indique la bonne

activité de cet extrait.

Nous constatons que K. pneumoniae est 1’espéce la plus résistante aux extraits
méthanoliques testés, on note des valeurs de CMI et CMB supérieures a 2, suivie de E. coli
pour laquelle on releve une CMI de 1,8 mg/ml pour les deux extraits méthanoliques des
variétés Blanquette de Guelma et Bouricha. L. innocua se montre moins résistante que K.

pneumoniae et E. coli avec des valeurs de CMI et CMB qui varient entre 1,6 et 1,8 mg/ml.

Nos résultats sont proches de ceux obtenus par Sousa et al. (2006), par rapport a 1’ordre
de sensibilité des souches a I’égard de I’extrait méthanolique de ’olive de table. Les CMI les
plus faibles sont obtenues pour les souches S. aureus qui s’avere étre I’espece la plus sensible,
suivie de B. subtilis tandis que les espéces K. pneumoniae et E. coli enregistrent les CMI les

plus ¢élevées dévoilant ainsi leur résistance.

Toutes les souches testées se montrent sensibles a 1’égard de 1’acide gallique, des
valeurs de CMI et CMB comprises entre 0,4 et 0,8 mg/ml et 0,6 et 1,2 mg/ml sont notées
respectivement. Les valeurs les plus faibles sont obtenues pour S. aureus (0,4/ 0,6 mg/ml)
traduisant sa grande sensibilité. La concentration en CMI enregistrée pour ce composé
phénolique est proche de celle obtenue pour la variété Bouricha, elle est environ deux fois
moins faible que celles des extraits des variétés Aghenfas, Akerma et Neb Djemel et quatre
fois moins faible que celle de I’extrait de la variété Tabelout. Quant a 1’acide caf€ique, on
reléve la résistance de K. pneumoniae tandis qu’on note toujours la sensibilité élevée de S.

aureus (CMI de 0,6 mg/ml)
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D’apres Taguri et al. (2004), la sensibilité des bactéries aux polyphénols dépend de
I’espece bactérienne et de la structure des composés phénoliques. Malgré que le mécanisme
exact ne soit pas encore connu, plusieurs auteurs ont observé une augmentation de I’activité
antibactérienne des composés phénoliques avec 1’augmentation des groupements hydroxyles
portés par ces molécules, ce qui expliquerait la meilleure activité observée pour 1’acide

gallique.

2.2.6.4. Etude de I’évolution de la croissance de S. aureus en présence de I’extrait de la

variété Bouricha

L’extrait méthanolique ayant donné le meilleur effet inhibiteur vis-a-vis de la souche de
S. aureus a été retenu afin de mettre en évidence le taux d’inhibition de cette souche en

présence de I’extrait pendant 24h.

Cette étude a été réalisée en suivant 1’évolution du taux de S. aureus (ensemencé a 10’
cellules/ml) en fonction du temps, en présence d’une concentration de 6,25 mg/ml d’extrait
méthanolique de la variété Bouricha. Un témoin a été également réalisé en cultivant S. aureus
en culture pure. Les dénombrements ont été effectués toute les deux heures pendant 24h

d’incubation a 37°C (figure 10).

Les résultats rapporté sur la figure montrent que la souche de S. aureus en culture pure,
(en D’absence de I’extrait), suit une courbe de croissance classique, abordant la phase
exponentielle dés les premicres heures de culture et atteint un taux de croissance maximal de
9,75 log apres 16 heures de culture. Au bout de 24h (fin de phase de latence), un taux de 3,8x

10° est enregistré.

Par ailleurs, la souche S. aureus en culture avec 6,25 mg/ml d’extrait croit et atteint un
taux de 10® au bout de 6 heures de culture, ce taux est inferieur a celui noté dans la culture
pure (10%), & partir de ce point, une réduction de la population bactérienne est observée. Au
bout de 10 heures de culture, les taux redeviennent presque ¢€gaux aux taux
d’ensemencements, tandis qu’une différence d’environ 2 log est observée par rapport ala

culture pure.

Le nombre de S. aureus subit une réduction notable au bout de 24h de culture
témoignant ainsi de son effet bactéricide, une diminution supérieure a 2 log par rapport au
taux d’inoculation initiale est enregistrée, tandis qu’une différence de 4 log est notée par

rapport a la croissance de S. aureus en culture pure.
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Figure 10: L’évolution de la croissance de S. aureus en présence et en absence de I’extrait

méthanolique de la variété Bouricha.

Cette inhibition peut étre reliée aux composés phénoliques présents dans cet extrait.
D’aprés Amarti et al. (2008), les composées phénoliques peuvent causer des dommages au
niveau de la membrane externe des bactéries, ce qui entraine une augmentation de la
perméabilité membranaire aux protons et aux ions potassium, une réduction des réserves de
I’ATP intracellulaire, une perturbation de la force proton motrice et une dénaturation des

protéines intracellulaires.

Les composés phénoliques présents dans 1’huile d’olive peuvent, par conséquent, jouer
un role déterminant dans la limitation de la croissance de S. aureus, leur activité peut

constituer une barriére efficace a sa prolifération. D’aprés Sousa et al. (2006), ce niveau

d’activité peut tre ¢levé avec I’augmentation de la concentration de 1’extrait.

Medina et al. (2007) ont démontré le potentiel d’inhibition de L. monocytogenes par les
composés phénoliques présents dans I’huile d’olive. Dans cette étude, 1’utilisation de 1’huile
d’olive extra vierge dans la préparation de la mayonnaise réduit le taux de cette souche de 3
log par rapport au taux initial tandis qu’une réduction minime de cette population bactérienne
a été relevée lors de I’utilisation de huile d’olive et I’huile de tournesol, cette action réduite est

due a leur pauvreté en polyphénols.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Les objectifs de ce travail s’inspirent de la valorisation de I’huile d’olive du patrimoine
oléicole algérien a travers I’identification de la fraction phénolique des huiles d’olives par
rapport & la variété et au stade de maturation des olives et I’évaluation de I’activité
antioxydante et antibactérienne des extraits phénoliques d’une dizaine de variétés d’huile

d’olive.

Concernant les résultats relatifs a I’influence du stade de maturation des olives sur les

composés phénoliques des huiles, nous avons pu retenir les remarques suivantes :

- La variété et le stade de maturation des olives sont des facteurs qui influencent

significativement sur la teneur et le profil des polyphénols de I’huile d’olive ;

- Sur la totalité des variétés d’huiles d’olives étudiées (Chemlal, Boughenfous, Blanquette et
Takesrit), nous avons enregistré une diminution progressive des teneurs en polyphénols totaux

au cours de la maturation ;

- Les pourcentages de diminution des polyphénols des huiles au cours de la maturation sont
différents d’une variété a une autre: la variété Chemlal a enregistré le pourcentage de
diminution le plus faible (41,68%) et la variété Boughenfous le pourcentage le plus élevé
(84,08%) ;

- Il 'y a une prédominance des dérivés d’oleuropéine pour les variétés Chemlal et Blanquette,
mais nous avons observé la prédominance des derives ligstrosides pour la variété
Boughenfous. Les quatre variétés étudiées ont des teneurs appréciables en lignanes. Ces
derniers avec les flavonoides sont bien représentés dans la variété Takesrit;

- Pour le profil en biophénols au cours de la maturation, la diminution concerne surtout les
sécoiridoides (dérivés d’oleuropéine et de ligstroside) et les lignanes, par contre, nous avons
noté pour les variétés Chemlal et Takesrit, une augmentation des flavonoides au cours de la

maturation.

Dans I’ensemble, les stades vert et vert tacheté coincident avec la teneur la plus
importante en biophenols, mais pour des raisons organoleptiques (attribut d’amertume), la
récolte des olives doit étre réalisée au stade violet, qui est caractérisé par des teneurs
appréciables en biophenols.
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En ce qui concerne le volet de la caractérisation d’une dizaine de variétés d’huiles
d’olive en composés phénoliques, les résultats obtenus nous permettent de faire une
distinction variétale. En effet, le dosage des polyphénols totaux et des ortho-diphénols montre
que leurs teneurs varient en fonction de la variété considérée. La variété Neb Djemel se
distingue des autres variétés par les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux et ortho-

diphénols, suivie des variétés Bouricha et Blanquette de Guelma.

L’analyse de la composition en polyphénols des échantillons des huiles d’olive par
HPLC, nous révéle une composition qualitative similaire en composés phénoliques
individuels, mais différente d’un point de vue quantitatif. Les variétés Neb Djemel et
Bouricha se caractérisent par les teneurs les plus élevées en dérivés d’oleuropeine (276 et 235
mg/Kg, respectivement) et en dérivés ligstroside (173 et 150 mg/Kg, respectivement). Les
variétés Blanquette de Guelma et Bouricha enregistrent les taux les plus élevés en tyrosol (28
et 26 mg/Kg) et hydroxytyrosol (5 mg/Kg). La variété Limli se distingue des autres variétés
par une faible teneur en polyphénols totaux et un taux élevé en tyrosol (26 mg/Kg). La variété
Bouricha se caractérise par la teneur la plus élevée en lignanes (51 mg/Kg), tandis que les
variétés Akerma et Aghenfas enregistrent les taux les plus faibles en polyphénols totaux, mais
se caractérisent par les teneurs les plus élevées en flavonoides, 49 et 44 mg/Kg,

respectivement.

Concernant les activités biologiques des extraits méthanoliques des variétés d’huiles
d’olive testées, I’activité antioxydante et antibactérienne des extraits méthanoliques des huiles
d’olive varie considérablement en fonction de la nature et de la concentration en composés

phénoliques qui sont eux méme fonction de la variété.

Les meilleures activités réductrices ont éte enregistrées par les variétés Neb Djemel,
Blanquette de Guelma et Bouricha a savoir 178,48, 150,28 et 143,07 mg E.A.G./Kg,
respectivement. Les variétés Bouricha et Blanquette de Guelma, refermant les taux les plus
élevés en hydroxytyrosol, se montrent tres performantes avec les meilleurs pouvoirs
antiradicalaires (DPPH et ABTS™) des extraits phénoliques, avec les plus faibles ICso du
radical ABTS™ (0,12 et 0,18 mg/ml, respectivement). Des activités scavengers sur le
peroxyde d’hydrogene supérieures a 80% ont été enregistrées par les extraits des variétés
Ferkani, Neb Djemel, Bouricha et Blanquette de Guelma. Les variétés Limli, Chemlal
Tazmalt et Akerma se distinguent par les plus faibles activités antioxydantes, ceci pourrait

étre da a leurs plus faibles teneurs en polyphénols totaux. De plus, les variétés Limli et
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Chemlal Tazmalt ont enregistré les taux les plus élevées en polyphenols oxydés soit 20,2%

des polyphenols totaux pour la variété Limli et 26,9% pour la variété Chemlal Tazmalt.

Des coefficients de corrélation significatifs ont été établis entre les différentes activités
antioxydantes des extraits étudiées et les teneurs en polyphénols totaux et en ortho-diphénols:
le pouvoir réducteur (r=0,98 et 0,92, respectivement), I’activité scavenger du radical DPPH
(r=0,72 et 0,67, respectivement) et du radical ABTS™ (r=0,76 et 0,55, respectivement) et
I’inhibition du peroxyde d’hydrogene (r=0,81 et 0,82, respectivement), ce qui nous laisse

suggérer I’importante implication des polyphénols dans I’activité antioxydante.

L’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits méthanoliques des huiles d’olive
révele que les variétés Bouricha et Blanquette de Guelma sont les plus actives sur toutes les
souches bactériennes testées, des zones d’inhibition de diametres variables ont été observées
pour les différentes concentrations testées. Nous constatons également que les extraits
d’huiles étudiées présentent une activité antibactérienne, particuliérement intéressante contre
S. aureus et B. subtilis. Par ailleurs, les plus faibles concentrations minimales inhibitrices
(CMI) et bactéricides (CMB) sont obtenues avec I’extrait des variétés Bouricha et Blanquette
de Guelma vis-a-vis des souches S. aureus (0,6/0,8 mg/ml et 0,7/0,9 mg/ml, respectivement)

et B. subtilis (1,2/1,7 et 1,2/2 mg/ml, respectivement).

L effet antibactérien a également été étudié en milieu liquide, le suivi de la croissance
de S. aureus a montré que ce dernier est remarquablement inhibé en présence de 6,25 mg/ml
d’extrait de la variété Bouricha. Une diminution de 4 unités logarithmiques par rapport au

témoin a été observée au bout de 24h de culture.

Au terme de cette étude, il apparait évident que I’étude la fraction phénolique peut
fournir un outil précieux dans la caractérisation variétale des huiles d’olive. Nous avons bien
constaté que les huiles d’olive vierges algériennes peuvent constituer une source importante
en divers composés phénoliques doués d’une activité biologique, ce qui confirme I’intérét de
la consommation des huiles d’olive des variétés algériennes, dans la lutte contre le stress
oxydant et les maladies infectieuses. Cependant, et malgré leur importance, ces résultats
restent partiels et d’autres travaux s’imposent car les approches sont restées globales en ne
prenant en compte que lI'ensemble des composés présents dans les extraits. Aussi, il serait

intéressant de :

+ Etaler le travail de la caractérisation de la fraction phénolique a I’ensemble des

variétés du verger oléicole algérien;
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Etablir I’influence de certains parametres sur la qualité et I’activité antioxydante et
antibactérienne des composés phénoliques de I’huile d’olive (le stockage des olives,
les parametres d’extraction et le stockage de I’huile);

Tester les composés identifiés individuellement en faisant appel & des tests in vivo
complémentaires qui permettraient une meilleure évaluation de I’activité biologique
des composés phénoliques de I’huile d’olive;

Effectuer des essais sur de nouvelles souches bactériennes a des concentrations plus
élevées afin de confirmer les performances mises en évidence;

Utiliser ces extraits phénoliques comme agents conservateurs des produits

agroalimentaires.
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Figure 1 : Courbes d’étalonnage pour le dosage des composés phénoliques totaux (a)

et des ortho- diphénols (b).
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Le mode opératoire ainsi que les informations relatives a la méthode de

dosage des polyphénols de I’huile d’olive par HPLC (NGD C89-2007)

» Gradient ternaire linéaire d’élution : eau a 0,2 % H3;PO4 (V/V) (A), méthanol (B),
acetonitril (C). Les solvants d’élution doivent étre dégazés. Le développement du gradient
doit intervenir selon le schéma suivant :

Gradient d’élution

Temps | Flux A B C

min | ml/min | % % %
0 1,00 96 2 2
40 1,00 50 25 25
45 1,00 40 30 30
60 1,00 0 50 50
70 1,00 0 50 50
72 1,00 96 2 2
82 1,00 96 2 2

» Solution des étalons externes d’étalonnage (tyrosol et acide syringique) :

Peser exactement 0,030 g de tyrosol et 0,015 g d’acide syringique dans un ballon taré de 10
ml. Diluer jusqu’au volume avec la solution méthanol/eau 80/20 (V/V). Prélever 100 pul de la
solution et la transférer dans un ballon taré de 10 ml. Diluer jusqu’au volume avec la solution
méthanol/eau 80/20 (V/V). Les concentrations de la solution d’étalonnage externe sont :
tyrosol 0,03 mg/ml, acide syringique 0,015 mg/ml.

» Préparation de la solution étalon interne (acide syringique) :

Peser exactement 0,015 g d’acide syringique dans un ballon taré de 10 ml et porter jusqu’au
volume avec la solution méthanol/eau 80/20 (V/V). Prélever 1 ml de la solution, la transférer
dans un ballon tar¢ de 100 ml et porter jusqu’au volume avec la méme solution de
méthanol/eau 80/20 (V/V). La concentration finale est de 0,015 mg/ml.

Mode opératoire

- Préparer un entonnoir avec un filtre en papier et ajouter environ 20 g de sulfate de sodium.
Verser environ 40 ml d’huile d’olive bien homogénéisée sur la phase absorbante de sulfate de

sodium ;
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- Peser exactement 2,0 g de I’huile d’olive anhydre dans une éprouvette munie d’un bouchon
avisde 10 ml ;

- Verser 1 ml de la solution d’étalon interne a 1’échantillon préalablement pesé ;

- Fermer avec le bouchon a vis et agiter pendant exactement 30 secondes ;

- Ajouter 5 ml de la solution d’extraction constituée de méthanol/eau 80/20 (V/V).

- Agiter pendant 1 minute exactement ;

- Isoler dans le bain a ultrasons pendant 15 mn a température ambiante.

- Centrifuger a 5000 tours/min pendant 25min.

- Prélever une aliquote du surnageant et filtrer au moyen d’une seringue en plastique de 5 ml a
I’aide d’un filtre PVDF de 0,45um.

- Allumer le spectrophotomeétre UV au moins 1 heure avant I’analyse.

La colonne chromatographique doit étre conditionnée au moins 15 mn avec le solvant
d’élution de composition initiale (eau 0,2 % H3;PO4 (V/V) /méthanol/acetonitril 96/2/2
(VIVIV).

- Un premier essai chromatographique a « gradient vide » devrait toujours étre réalisé au
préalable (pour garantir I’absence de pics d’interférence de coélution), en injectant 20ul de
méthanol/eau 80/20 (V/V) dans le systéme HPLC.

- Injecter 20 pul de la solution d’étalon externe et enregistrer le chromatogramme a 280 nm.
Calculer les valeurs des facteurs de réponse RF relatifs a 1ug de tyrosol et a 1ug d’acide
syringique.

- Calculer le rapport entre le facteur de réponse de 1’acide syringique et le tyrosol, appelé
RRFgyrtyr.

- Injecter 20 pl de la solution finale de I’échantillon dans le systétme HPLC et enregistrer le
chromatogramme a 280 nm.

- Réaliser deux déterminations indépendantes sur le méme échantillon et vérifier que les
résultats s’inscrivent dans les parameétres de précision de la méthode.

La figure 2 représente un chromatogramme typique des biophénols d’une huile d’olive vierge
extra caractérisée par composant.

- Pour évaluer la teneur totale, on considérera des aires des différents pics.

Expression des résultats

Calcul des facteurs de réponse des étalons externes (RF) :
RF,, (acide syringique) = aire acide syringique/pg acide syringique injecté.

RF g (tyrosol) = aire tyrosol /pg acide tyrosol injecté.
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» Calcul du rapport entre les deux facteurs de réponse (RRF) :
RRFyriyr = RF 1, (acide syringique)/ RFy,, (tyrosol)
La valeur de RRFyyr doit €tre constante et comprise dans un intervalle 5,1 + 0,4. Elle permet

d’exprimer le résultat final en tyrosol, en utilisant I’acide syringique comme étalon interne.

» Calcul de la teneur en biophénols dans I’huile d’olive vierge :
La teneur en biophénols (dérivés naturels et oxydés de 1’oleuropéine et du ligstroside, des
lignanes, des flavonoides, et des acides phénoliques) exprimés en mg/Kg est calculée en
mesurant la somme des aires des pics chromatographiques correspondants (identifiés dans le

tableau I), selon la formule suivante. Le résultat est exprimé sans décimale.

(2A) x 1000 x RRFgy1yr x (P ac.syr.)

me/Ke = (A ac.syr.) x (P)

(Q_A) : est la somme des aires des pics des biophénols (hydroxytyrosol, tyrosol, dérivés
naturels et oxydés de 1’oleuropéine et du ligstroside, des lignanes, des flavonoides et des
acides phénoliques) enregistrés a 280 nm;

A ac. syr : est ’aire de I’étalon interne d’acide syringique enregistrés a 280 nm;

1000 : est le facteur utilisé pour exprimer le résultat en mg/Kg;

P : est le poids en gramme d’huile utilisée;

RRFy e : st le coefficient de multiplication pour exprimer le résultat final en tyrosol;

P ac.syr. : est le poids en milligrammes d’acide syringique utilis¢ comme étalon interne dans

1 ml de solution ajouté a I’échantillon.
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Figure 2 : Chromatogramme HPLC enregistré a 280 nm correspondant a des biophénols
typiques présents dans une huile d’olive vierge extra.
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Tableau I : Identification des pics des biophénols de I’huile d’olive vierge par HPLC-MS.
Pic N° Biophénols RRT | Max UV
abs. nm

1 Hydroxytyrosol 0,62 | 230-280

2 Tyrosol 0,80 | 230-275

3 Acide vanillique 0,96 | 260

4 Acide caféique 0,99 | 325

5 Acide syringique (étalon interne) 1,00 | 280

6 Vanilline 1,10 | 310

7 Acide para-coumarique 1,12 | 310

8 Hydroxytyrosolacétate 1,20 | 232-285

9 Acide férulique 1,26 | 325

10 Acide ortho-coumarique 1,31 | 325

11;11a Décarboxyméthyloleuropéine aglicone, forme - 235-280
dialdéhydique oxydée

12 Décarboxyméthyloleuropéine aglicone, forme 1,45 | 235-280
dialdéhydique

13 Oleuropéine 1,48 | 230-280

14 Oleuropéine aglicone, forme dialdéhydique 1,52 | 235-280

15 Tyrosilacétate 1,54 | 230-280

16 ; 16a Décarboxyméthyligstroside aglicone, forme 1,63 | 235-275
dialdéhydique oxydée

17 Décarboxyméthyligstroside aglicone, forme 1,65 | 235-275
dialdéhydique

18 Pinorésinol, 1 acétoxy-pinorésinol 1,69 | 232-280

19 Acide cinnamique 1,73 | 270

20 Ligstroside aglicone, forme dialdéhydique 1,74 | 235-275

21;21a; 21b | Oleuropéine aglicone, forme aldéhidique et - 235-280
hydroxylique oxydée

22 Lutéoline 1,79 | 255-350

23 Oleuropéine aglicone, forme aldéhidique et 1,87 | 235-280
hydroxylique

24 ; 24a; Ligstroside aglicone, forme aldéhidique et - 235-275

24b hydroxylique oxydée

25 Apigénine 1,98 | 230-270-340

26 Méthyl-lutéoline - 255-350

27 Ligstroside aglicone, forme aldéhidique et 2,03 | 235-275
hydroxylique

-max UV abs : les valeurs d’absorbance maximale en UV ;
- RRT : les temps de rétention correspondants ;

“La valeur du temps de rétention correspondant est calculée par rapport au temps de rétention
de I’acide syringique.
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Figure 3 : Chromatogramme HPLC des composés phénoliques de I’huile d’olive de la
variété Chemlal au stade de maturation vert.
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Figure 4 : Courbes d’étalonnage pour le dosage des composés phénoliques

totaux (c) et des ortho- diphénols (d).
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Figure 5 : Courbe d’équivalence pour le pouvoir réducteur.
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Tableau I1: Gamme de concentrations réalisée pour la détermination de la CMI et CMB.

Concentration 0,3 0,4 05 0,6 0,7 0,8 0,9 1 11
(mg/ml)
Volume de I’extrait | 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0.8 0,9 1 1,1
(mli)
VVolume de Mueller | 4,7 4,6 4,5 4.4 4,3 4,2 41 4 3,9
Hinton en (ml)
Concentration 1,2 1,3 1,4 1,5 1,6 1,7 1,8 1,9 2
(mg/ml)
Volume de I’extrait | 1,2 1,3 1,4 1,5 1,6 1,7 1,8 1,9 2
(mli)
Volume de Mueller | 3,8 3,7 3,6 3,5 3,4 3,3 3,2 3,1 3
Hinton en (ml)




Annexe 6

Polyphénols
(HPLC)

Polyphénols (HPLC)

Polyphénols

Tableau 111 ;: Matrice des corrélations.

totalx O-diphénols J| Hydroxytyrosol Tyrosol

Dérivés Dérivés de

Lignanes d’oleuropéine]| ligstroside

Polyphénols totaux

O-diphénols

Hydroxytyrosol

Tyrosol

Flavonoides

Lignanes

Dérivés d’oleuropéine

Dérivés de ligstroside

Pouvoir réducteur

Activité scavenger de DPPH

Activité scavenger de H,0,

Activité scavenger de I’ABTS

* Les valeurs en rouge indiquent une corrélation significative (p<0,05).
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d’olive de la variété Blanquette de Guelma.




Annexe 8

Tableau 1V: Activité antibactérienne (diametre de zone d’inhibition en mm) des extraits méthanoliques des différents échantillons d’huile d’olive.

Variété Concentration S. aureus B. subtilis L. innocua E. coli P. aeruginosa | K. pneumoniae
(mg/disque)
1 19,00+0,00P 4,00+1,00° -- -- -- --
Aghenfas 0,5 17,66+0,57"° 2,66+0,57° -- -- -- --
0,25 15,00+0,00 - - - - -
0,12 13,00+0,00"! -- -- -- -- --
1 18,00+0,00™P | 03,00+0,00° -- -- -- --
Akerma 0,5 17,33+1,15™ | 01,00+0,00% -- -- -- --
0,25 14,33+1,15% -- -- -- -- --
0,12 11,00+1,00" -- -- -- -- --
1 21,33+0,57 06,33+0,577 | 2,330,572 02,00+1,00% -- 04,00+1,00°
Blanquette de Guelma 0,5 17,33+0,57™ | 05,33+0,57" - 00,6620,57 - 03,330,57"
0,25 13,00+0,00"" | 04,00+0,00% -- -- -- 02,66+0,57°
0,12 08,33+0,57% | 01,00+0,00° -- -- -- 00,660,572
1 10,33+0,57" 04,00+0,00% -- - -- -
Bouchouk Soummam 0,5 08,330,571 02,33+0,57°° -- -- -- -
0,25 05,00+0,00° 01,00+0,00% -- -- -- --
0,12 02,00+0,00%° -- -- -- -- --
1 26,00+0,00° 11,00£0,81" | 09,66+0,47° | 08,660,941 09,00+0,00% | 10,66+0,47°
Bouricha 0,5 22,660,47" 10,33+0,94' | 09,00+0,81° | 07,6620,94¢ 07,66+0,47¢ | 08,00+0,81¢
0,25 20,33+0,47° 09,33+0,47% | 08,00+0,81°° | 07,00+0,00° 07,00+£0,00° | 07,00+0,00%
0,12 17,00+0,00™ | 08,66+0,47°% | 07,330,47° | 06,00+0,81° 06,00+0,00% | 06,00+0,00°
1 16,00+0,00™ | 06,00+0,00%" - -- -- --
Chemlal 0,5 12,00+1,00°" | 04,33+0,57° -- -- -- --
0,25 09,66+0,57 02,00+0,00%¢ -- -- -- --
0,12 07,33+0,57° 01,00+0,00% -- -- -- --
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Tableau IV: Activité antibactérienne (diamétre de zone d’inhibition en mm) des extraits méthanoliques des différents échantillons d’huile d’olive (suite).

Variété Concentration S. aureus B. subtilis L. innocua E. coli P. aeruginosa | K. pneumoniae
(mg/disque)
1 04,33+0,57° - - - - -
Chemlal Tazmalt 0,5 03,00+0,00° - - - - _
0,25 01,00+0,00? - - - - .
0,12 -- -- -- -- - --
1 14,66+0,57¢ 06,66+0,57" - ~ ~ —
Ferkani 0,5 09,66+0,57° 04,66+0,57° - - - -
0,25 04,66+0,57° 02,00+0,00% - - - .
0,12 02,66+0,57° 01,00+0,00° - - -
1 12,66+0,57™ 2,33+00,57°° -- - _ -
Limli 0,5 07,66+0,57° 01,00+0,00%° - - - -
0,25 05,66+0,57° - - - - .
0,12 02,660,57° -- - - - -
1 19,00+0,00" 08,66+0,57' - - = —
Neb Djemel 0,5 17,33+0,57™ | 06,660,57" -- - - -
0,25 14,00+1,00% | 04,00+0,00% - - - .
0,12 10,00+1,001 02,00+0,00%° - - - -
1 05,00+0,00° -- - - _ -
Tabelout 0,5 03,00+1,00° - - - - .
0,25 01,66+0,57% -- - - - -
0,12 -- -- -- -- -- --
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Tableau V: Coefficients de corrélation & une concentration d’extrait de 1 mg/disque.

Polyphénols || Polyphénols i ~ . . . : Dériveés Dérivés de
(HPLC) Odlphenols Hydroxytyrosol Jl Tyrosol j| Flavonoides | Lignanes d’oleuropéine || ligstroside

S. aureus

B. subtilis

K. pneumoniae

L. innocua

E. coli

P. aeruginosa

*Les valeurs en rouge indiquent une corrélation significative (p<0,05).
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Evolution of biophenolic compounds
in virgin olive oil during olive ripening
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THE PRESENT STUDY WAS CARRIED OUT TO ESTIMATE THE EVOLUTION OF OLIVE OIL BIOPHE-
NOLS DURING THE RIPENING PROCESS. THE WORK WAS FOCUSED ON FOUR ALGERIAN OLIVE
VARIETIES (CHEMLAL, BoUuGHENFoUS, BLANQUETTE and TAKESRIT). FOR THE ANALYSIS,
COLORIMETRIC AND HPLC METHODS WERE USED. THE RESULTS SHOWED THAT BOTH MATU-
RATION AND CULTIVARS INFLUENCED SIGNIFICANTLY THE QUANTITY AND THE QUALITY OF
OLIVE OIL PHENOLIC FRACTION. DURING OLIVE MATURATION, ALL VARIETIES REGISTERED A
DECREASE OF TOTAL BIOPHENOLS, HOWEVER IT IS VERY IMPORTANT TO UNDERLINE THAT

THIS DECREASE DIFFERED IN THE AMOUNT FROM ONE CULTIVAR TO ANOTHER. (V. CHEMLAL
HAD THE LEAST IMPORTANT DIMINUTION.
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1.INTRODUCTION

Biophenols, present in virgin olive oil, constitute a
wide class of secondary metabolites, derived from
oleuropein and ligstroside, which have an important
role in human health. In recent years the interest in
phenolic compounds has increased, considering
their potent biological activities [1, 2].

Olive oil is one of the food-stuffs which has attrac-
ted considerable attention as a source of biophe-
nols [3-6]. They contribute to the flavor, stability and
nutritional value of oil [7, 8].

The olive oil content of phenolic compounds
depends on the cultivar, climatic conditions, degree
of maturation and the technology used for oil extrac-
tion [9 - 12]. Maturation degree is one of the factors
which are studied by several works, especially the
influence on evolution of phenolic compounds either
in olives [13 - 15], or in olive oil [15-19].

According to Uceda and Frias [20], there are four
olive ripening stages which are, green, spotted, pur-
ple and black. During ripening, the concentration of
biophenolic compounds progressively increases until
it reaches a maximum at the ‘spotted’ and ‘purple’
pigmentation stage, after which it decreases [21-23].

Different studies focused on biophenolic com-
pounds of virgin olive oil, were conducted in particu-
lar on the oxidized biophenols [24], secoiridoids
acids [25], lignanes and flavonoids [26]. However,
there has been only a little research on phenolic
compounds of Algerian olive oil varieties. The aim of
this work was to characterize the biophenol profile of
Algerian olive oil varieties and to determine how the
olive maturation influenced them.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Fruit harvest and sorting out of olives

The study was carried out during the 2006/2007
olive collection season. Olive fruit samples from four
varieties (Chemlal, Boughenfous, Blanquette de
Guelma and Takesrit) were manually collected from
olive trees in two different locations. Olive fruits from
Chemlal variety, the most widespread in Algeria
(more than 50% of the olive groves), were harvested
in the region of Tazmalt (Bejaia) in east-central
Algeria. Boughenfous, Blanquette and Takestit varie-
ties were collected from an olive orchard maintained
by ITAFV of Takarietz, located in Sidi Aich, Bejaia.

After harvest, olive fruits were immediately tran-

sported to the laboratory and then hand-picked at
spotted, purple and black stages during ripening.
For Chemlal and Boughenfous varieties, a supple-
mentary green stage was designed.

2.2 Olive oil extraction

Virgin olive oil samples were obtained using a
laboratory oil mill (Levi-Deleo-Lerogsame), consi-
sting of three basic elements: a hammer crusher,
thermobeater (mixer) and a pulp centrifuge. Olive
fruits were milled in the hammer crusher, and then
the olive paste was kneaded for 30 mn with warm
water addition (50 ml was added to 920 g of paste).
After the vertical centrifugation, the oil was collected
and left to decant. The oil samples were stored in
amber glass bottles at 4°C in darkness without
headspace until analysis.

2.3 Solid phase extraction (SPE) of phenolic compounds for
spectrophotometric determination

Extraction of phenols was performed by a solid-
phase extraction (SPE) according to Favati et al.
[27], using an octadecyl C18 cartridge (J.T. Backer,
Milan, Italy). 1 g of olive oil was dissolved in n-hexa-
ne (10 ml) and deposited on cartridge previously
washed with 2*5 ml of MeOH and 2*5 ml of n-hexa-
ne. The elution steps were: n-hexane (3*5 ml) to
remove lipophilic compounds, methanol (2*4 ml) to
remove the polar fraction. The methanolic solution
was used to measure total phenolic compounds
and o-diphenals.

2.4 Spectrophotometric determination of total phenols

The total phenol content of extract was determi-
ned by the Folin-Ciocalteu spectrophotometric
method at 765 nm, using gallic acid for external
standard calibration curve. The analysis was repea-
ted three times for each extract (n=3).

2.5 Spectrophotometric determination of o-diphenols
According to Mateos et al. [28], 0.5 ml of phenolic
extract, obtained from olive oil by solid-liquid
extraction, was dissolved in 5 ml of methanol
(CHsOH)-water (1:1, v/v); a mixture of 4 ml of the
solution and 1ml of a 5 % solution of sodium
molybdate dihydrate in EtOH-water (1:1, v/v) was
shaken vigorously. After 15 mn, the absorbance at
370 nm was measured using caffeic acid for the
calibration curve with a glass cuvette. The analysis
was repeated three times for each extract (n=3).



Table | —Total phenols and o-diphenols changes during maturation in different Algerian varieties of virgin olive oil

Determinations Stages Varieties
Chemlal Boughenfous Blanquette Takesrit
Total phenols (mg/kg) Green 628.72£2.91 51439 £4.77 ND ND
Spotted 553.41+4.32 293.36 + 1.68 44417 £14.90 268.33+0.97
Purple 447.14 + 4.60 130.23 £1.60 381.17+2.20 193.23£0.36
Black 410.87 +4.23 77.63 £2.29 121.54 £8.27 82.08 +4.80
o-diphenols (mg/kg) Green 56.36 +1.82 16.45 +0.63 ND ND
Spotted 61.71£0.46 48.17+0.30 60.19 £+ 0.62 32.62£0.17
Purple 9.18+2.14 4.94+0.46 57.36+0.63 16.25 £ 0.69
Black 13.93+£0.79 11.91+£0.46 14.94 £0.46 4.44 +0.34

ND: not determined

2.6 Chromatographic determination of phenolic compounds

A solution of internal standard (1 ml of 0.015
mg/ml of syringic acid in water/ MeOH (20:80 v/v)
was added to the sample of anhydride virgin olive
ail (2 g). The mixture was shaken by vortex (30 s).
5ml of extraction solution of water and MeOH
(20:80 v/v) were added. The obtained mixture was
agitated for 1mn, extracted for 15mn in an ultraso-
nic bath and then centrifuged at 5000 rpm for 25
mn [29].

The upper phase was filtered with a 0.45 um
PVDF syringe filter. 20 ul of the filtered solution were

analyzed by HPLC with UV detector at 280 nm.

The HPLC system used consisted of C18
Spherisorb ODS-2 reversed column (5 um, 250 mm
4.6 mm). Elution was performed at a flow rate of 1
ml/mn following a gradient, composed of a mixture
of water and orthophosphoric acid (99,8 : 0,2 v/v)
(solvent A), MeOH (solvent B) and acetonitril (sol-
vent C): from 96 % (A) — 2 % (B) - 2% (C) to 0% (A)
-50% (B) - 50% (C) in 680 mn. The last gradient was
kept for 10 mn. The successively gradient was:
from 0 % (A) — 50 % (B) — 50 % (C) to 96 % (A) - 2
% (B) - 2% (C) in 2 mn and then kept for 10 mn.

m Green stage

a Spotted stage

e Purple stage
o Black stage

Total phenols content (mg/Kg)

Chemilal Boughenfous

‘Varieties

Blanguette

Takesrif

Figure 1 - Evolution of total phenol content of Algerian virgin olive oil during ripening stages
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3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1Total phenols and ortho-diphenols contents

As shown in Table | and Figure 1, the total phenols
content in virgin olive oil decreased from the green to
black stage for Chemlal and Boughenfous and from
spotted to black stages for Takesrit and Blanquette
varieties. This demonstrated that the maturation pro-
cess generated a decreasing of phenol content in vir-
gin olive oil. The Chemlal olive oil had the highest
values for all the considered stages. On the other
hand and with exception of the black stage, the olive
oils obtained from Takesrit presented the lowest phe-
nol content. Only Boughenfous and Takesrit, at the
black stage, registered a content value which was
less than 100 mg/kg. Examining the decreasing per-
centage of total phenaols, we found that Boughenfous
had the highest one (84.90 %), followed by
Blanquette (72.63 %), then Takesrit (69.41 %) and
Chemlal came in the last position (34.64 %).

The oils from the spotted stage registered the maxi-
mum score of o-diphenols for all varieties (Table | and
Figure 2). For Chemlal and Boughenfous varieties,
after an increase, we observed a decrease of o-diphe-
nols content from spotted to black stages. In contrast,

the results showed a decreasing trend of o-diphenols
content, during the ripening progress for Blanquette
and Takesrit varieties. Yousfi et al. [30] had reported a
decreasing of o-diphenols content of oil during matu-
ration of Arbequina and Picual olive varieties.

The decrease of total phenols and o-diphenols
contents of virgin olive oil with olive maturation pro-
gress has been already mentioned by Cerretani et
al. [31] for cv. Nostrana di Brisighella. In the same
study these authors had reported an increase of o-
diphenol in the last but one stage, with a ripeness
index value of 4.03, for cv. Ghiacciolo.

3.2 HPLC profiles of biophenol

The results obtained in this study, concerning the
HPLC profiles of biophenols [24] of Algerian olive oil
varieties, evidenced that this fraction was largely
influenced by the variety and the ripening degree.

For the total phenolic compounds content (Table
ll, Figure 3: a and b), we observed that Chemlal
variety contained the greatest quantity for all matu-
ration stages. Concerning the spotted stage,
Takesrit variety registered the smallest quantity. For
purple and black stages, the lowest values were
noticed for Boughenfous variety.
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Figure 2 - Evolution of o-diphenols content of Algerian virgin olive oil during olive ripening stages
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Table Il - Evolution of total biophenols, hydroxytyrosol and tyrosol
concentrations (mg/kg) with HPLC analysis, in different Algerian cul-
tivar extra virgin olive oils

Varieties Stages Total | Hydroxytyrosol| Tyrosol
biophenols
(mg/kg) (mg/kg) | (mg/kg)
Chemlal Green 631 5 4
Spotted 598 6 7
Purple 491 5 9
Black 366 3 8
Blanquette Spotted 473 7 9
Purple 372 7 10
Black 107 3 6
Takesrit Spotted 254 1 14
Purple 155 1 10
Black 94 0.6 8
Boughenfous Green 400 2 7
Spotted 298 1 12
Purple 14 1 21
Black 46 0.3 9

However, there was a decrease of the amount of
phenols during maturation for all the varieties. The
most important point was the decreasing rate.
Passing from the first stage to black stage the most
important decrease was for Boughenfous (84.08
%), followed by Blanquette (77.37 %), then Takesrit
(62.99 %) and lastly, we found Chemial (41.99 %).
The results obtained show that the speed of varia-
tion of olive oil phenols through the olive maturation
could also be linked to the variety.

The decreasing of total phenols of oil during the
olive maturation can be explained by:
- decreasing of enzymatic activity of L-phenylalani-

ne ammonia-lyase, which is responsible of pheno-

lic compounds synthesis [32];

- increasing of hydrolytic activity of enzymes (este-
rase and glucosidase) [33];

- oxidation of phenolic compounds by peroxidase
[34] and polyphenoloxidase (PPO) [35].
Hydroxytyrosol and tyrosol are the main simple

phenols found in all the virgin olive oils [36]. Different
authors have already studied a lot of olive varieties
indicating that the content of these two compounds
ranged between 5 % and 23 %, with regard to total
biophenals.

In our study, we observed the presence of
hydroxytyrosol and tyrosol in all virgin olive oil varie-
ties, but their quantities were less important than

those indicated by Oliveras-Lopez et al. [36].

As shown in Table Il and Figure 4, hydroxytyrosol
was found at low concentration, it constituted
between 0.34 % and 2.80 % of total biophenols.
Concerning its evolution during maturation, hydroxyty-
rosol contents of Chemial variety at initial harvest was
5 mg/kg, then showed a slight increase from green to
spotted stages. This increase was followed by a
decrease through purple and black stages.

However, in Blanquette and Takesrit varieties, no
changes in hydroxytyrosol concentration were
observed from spotted to purple stages. After that,
there was a decrease from purple to black stages
estimated at 57.14 % and 40 % respectively for
Blanquette and Takesrit. Boughenfous oils exhibited
a decrease from green to spotted stages, estimated
at 50 %, it maintained the same concentration in
purple stage and then demonstrated a decrease.

On the other hand, the data also indicated a low
concentration of tyrosol (Table Il and Figure 4) but
greater than hydroxytyrosol. It ranged between 0.64
and 19.56 % with regard to total biophenols.

Concerning the evolution during the maturation pro-
cess, there were two different types of behavior. For
Chemlal, Boughenfous and Blanquette varieties, tyro-
sol content increased from the first stage to purple
stage and then showed a decrease, whereas, Takesrit
variety exhibited a gradual decrease in tyrosol content
with maturation progress. So, for Chemlal,
Boughenfous and Blanquette, the purple stage coin-
cided with the greatest quantity of tyrosol but for
Takesrit, it coincided with the spotted stage. The
results obtained did not agree with Cimato et al. [37],
who had reported that the content of tyrosol and
hydroxytyrosol increased when the oil was extracted
from more mature fruits. As reported by Ryan et al.
[38], this difference might be due to the varietal factor.

The data shown in Table Ill illustrate the results
obtained for biophenol profiles in Algerian virgin olive
oil at different maturation stages. As can be seen,
there exist highlighted differences between different
virgin olive oil samples. Oleuropein derivatives were
the main compounds found in Chemlal and
Blanquette virgin olive oil varieties. The oil extracted
from Takesrit variety presented the highest content
of secoiridoid acids, consisting of elenolic and
decarboxymethyl-elenclic acids [25]. For these three
varieties, ligstroside derivatives contents came in
second position. For the oil extracted from
Boughenfous variety, there was a predominance of
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ligstroside derivatives, followed by secoiridoid acids.
Several authors had reported that the secoiridoidic
derivatives of oleuropein and ligstroside are often the
main phenolic compounds in fresh olive oil [39 - 42].

In Figure 5, it can be seen that the maturation
progress spanned a decrease of oleuropein deriva-
tives quantity in all studied varieties. We noted only

one increase of these compounds with 16.66 %,
which was between the purple and black stages of
Boughenfous variety. Chemlal variety contained the
most important concentration of oleuropein derivati-
ves for all stages and this class of biophenols were
more present in this variety than the other analyzed
biophenols. Concerning the level of decrease of
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@ Pyrple stage

O Black stage
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Figure 3 (a and b) - Comparison between the total biophenols content, analysed by HPLC, of four Algerian virgin olive oil varieties during diffe-

rent maturation stages
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oleuropein derivatives between green and black
stages, we noted the most important diminution in
Boughenfous variety (91.35 %) and the least
decrease was reading in Chemlal variety (44.97 %).

For ligstroside derivatives, (Figure 5) there was a
decrease during maturation progress except for
Boughenfous variety where a slight increase of 1.42
% was found between oils extracted from green
and spotted stages. Once again, Chemlal variety
had the most important contents of these com-
pounds, except at the spotted stage, the three
others stages registered a high level of ligstroside
derivatives. By passing from the first stage to the
black stage, results showed that the maturation
decreased the ligstroside derivatives levels by 81.51
%, 68.06 %, 63.73 % and 53.95 % respectively in
Boughenfous, Blanqguette, Takesrit and Chemlal
olive oil varieties.

These results agree with those obtained by
Baccouri et al. [43] concerning the decrease of
secoiridoids (aglycon of oleuropein and ligstroside)
contents during maturation process.

Our results indicated a small quantity of flavo-
noids between 2 % to 16 % with regard to the total
biophenols, confirming this class as a minor consti-
tuent of olive oil phenolic fraction, but with the same

health significance as reported by several works
(25, 36, 41, 42, 44]

Luteolin and apigenin are usually present in extra
virgin olive oil in a very low amount (less than 2-3 %
of the total polyphenols [42]. In general, the flavo-
noids were the least present compounds among
the analyzed biophenol. The highest value was 31
mg/kg in Chemlal and Boughenfous varieties. This
biophenol class registered different speed during
maturation progress: Boughenfous recorded a dimi-
nution whereas Chemlal registered an increase. On
the other hand, we found an increase followed by a
decrease of these compounds for Takesrit and
Blanquette varieties. This latter had the low level (4
mg/kg) at black stage but Takesrit totalized the
most important percentage of flavonoids with
regard to total biophenols (15.95 % at black stage).

The lignans, a class of phenolic compounds,
were found in notable concentration with regard to
the total polyphenol and Chemlal had raised the
most important contents at all stages, about 13 %
of the total biophenols.

For this class, in Chemlal, Takesrit and Blanquette
there was a progressive decrease during matura-
tion, the rate of diminution was respectively
41.17%, 76.47% and 90%. Boughenfous, which
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Table I1I - Contents of major hiophenol compounds of Algerian virgin olive oil (mg/kg), by HPLC analysis, with regard to cultivar and fruit ripening

stages
Varieties Stages  Oleuropein derivatives Ligstroside derivatives  Lignans Flavonoids ~ Secoiridoid acids  Biophenols oxidized
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

Chemlal Green 249 215 85 20 80 56

Spotted 240 191 74 29 112 56

Purple 203 147 60 29 77 45

Black 137 99 50 31 117 X}

Boughenfous Green 81 21 44 31 76 25

Spotted 25 214 17 6.4 57 12

Purple 6 87 3 3.6 22 8

Black 7 39 5.2 6 7

Takesrit Spotted 72 91 34 13 95 35

Purple 40 63 15 16 83 16

Black 16 33 8 15 59 16

Blanquette Spotted 262 119 30 14 47 35

Purple 204 74 27 18 30 33

Black 31 38 3 4 21 8

had the most important decrease of lignans (90.90
%), presented a decrease from green to purple sta-
ges followed by an increase evaluated to 33.33 %
between purple and black stages.

For secoiridoid acids, with the exception of
Chemlal variety, the three others varieties had a pro-
gressive decrease during maturation. The smallest

diminution (37.89 %) was provided by Takesrit, but
the highest decrease (92.10 %) was in the
Boughenfous variety.

Concerning the class of oxidized biophenol, the
results showed a decrease of these compounds
with the maturation progress for all varieties. The
most important content was highlighted in Chemlal

e Biophenols oxidized

O Secoridoid acids

B Flavonouds

o Lignans

® Ligsiroside derivatives

B OhEropen dednalnies

300

200

10u

P-glyphcnr_tl corpounds confent irrlg."l-{_g}

Chearrial doughentous

Takesrn | Blanguette

Varieties at differant maturation stages

Figure 5 - Comparison of olive il biophenols with regard to cultivar and fruit ripening stages of Algerian varieties




variety for all stages.

With regard to the total biophenols, Takesrit had
totalized the most important percentages for all
maturation stages. For the decreasing levels
between the first and the last stages, we noted
23.21 %, 54.28 %, 72.00 % and 77.14 % respecti-
vely for Chemlal, Takesrit, Boughenfous and
Blanquette varieties.

CONCLUSION

This study, undertaken on Algerian virgin olive oils
varieties has provided a new proof that both matu-
ration and cultivars influence significantly the quan-
tity and the quality of the olive oil phenolic fraction.

The results obtained show that cv. Chemlal con-
tains the most important contents of total biophe-
nols at all maturation stages. Cv. Blanquette pre-
sents the highest content of o-diphenols especially
hydroxytyrosol, which may signify that this variety
has a good stability to oxidation.

During olive maturation, there was a decrease of
total biophenols in all varieties. Yet it is very important
to underline that the levels of decrease are different
from one cultivar to another. Cv. Chemlal had the
least important diminution (41.68 %) and cv.
Boughenfous had the most important one (84.08 %).

The maturation also influenced the biophenol pro-
files of oil. Generally, by passing from the first to the
last stage, there is a decrease of the most impor-
tant class of biophenols (oleuropein and ligstroside
derivatives) for all studied varieties. Lignans and oxi-
dized biophenols had also registered a decrease
during maturation. For Chemlal and Takesrit, it
should be underlined that there was an increase of
flavonoids content during maturation.

There is a predominance of oleuropein derivatives
for cvs. Chemlal and Blanquette, but we observed a
predominance of ligstroside derivatives for cv.
Boughenfous. The four studied varieties have an
appreciable content of lignans. This latter class and
flavonoids are well presented in cv. Takesrit.

These results suggest that the biophenol profiles
could be used in varietal characterization.

On the whole, the green and spotted stages coin-
cided with the most important content of biophe-
nols, but for organoleptic reasons (bitterness attri-
bute), the olive harvesting should be made at the
purple stage, which is characterized by an appre-
ciable content of biophenol.
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Caracterisation de dix varietes
d’huile d'olive algérienne: étude
du profil en composés
phénoliques par HPLC

La présente étude est effectuée pour une caractérisation physico-chimique de dix varié-
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1. INTRODUCTION

La culture de l'olivier revét une importance non
négligeable pour I'Algérie. Elle couvre plus de
200.000 ha et représente 49% du verger arborico-
le. Cette oléiculture est localisée principalement en
Kabylie et dans la région oranaise. Le nombre d’ar-
bres plantés est estimé a 32 millions, avec une pro-
duction moyenne, sur les cing dernieres campa-
gnes (2003/2004 a 2008/2009) de 39800 tonnes
(soit 1,4% de la production mondiale) [1]. L'oléicul-
ture algérienne est caractérisée par une large
gamme de variétés dont une collection (36 varié-
tés) existe au niveau de linstitut technique d’arbo-
riculture fruitiere et de la vigne de la wilaya de
Bejaia. Cette wilaya est considérée comme le pre-
mier bassin oléicole national, avec plus de 50000
hectares de vergers et 4 millions d’arbres. Les
variétés les plus répandues dans cette willaya sont
Chemlal, Limli, Azeradj et Takesrit [2].
La caractérisation des variétés de I'huile d’olive est
une préoccupation primordiale pour les pays pro-
ducteurs notamment ceux du Bassin Méditerrané-
en. D’ailleurs, plusieurs travaux de recherches sont
publiés dans ce domaine [3-11]. En Algérie, il exi-
ste plusieurs travaux de recherches traitant diffé-
rents aspects sur I'huile d’olive [12-17]. Parmi ces
travaux, peu d’entre eux ont étudié la fraction phé-
nolique des huiles. Cette fraction est importante en
raison de sa contribution aux propriétés nutrition-
nelles, sensorielles et a la stabilité de I'huile d’oli-
e [18]. L'objectif de ce présent travail consiste en
la caractérisation d’'une dizaine de variétés algé-
riennes a travers I'étude des parametres de quali-
té d’'une part et d’autre part la composition chimi-
que des huiles en acides gras et en biophénols.

2. MATERIEL ET METHODES
2.1 MATERIEL VEGETAL

Les échantillons d’olive de dix variétés ont été
récoltés a la main durant la saison de récolte
2008/2009. Neuf variétés (Aghenfas, Akerma,
Blanquette de Guelma, Bouricha, Chemlal, Ferka-
ni, Limli, Neb Djmel et Tabelout) ont été récoltées
a partir d’'une ferme pilote de l'institut technique de
I'arboriculture fruitiere et de la vigne (ITAFV), situé
a Takarietz, daira de Sidi Aich, wilaya de Bejaia,
Algérie. La dixieme variété a été récoltée a partir
d’'une ferme pilote située a Tazmalt (Bejaia). Les
guantités d’olives récoltées sont d’environ 7 Kg
pour chaque variété. Aprés la cueillette, les olives
ont été nettoyées de toutes impuretés et ensuite
transportées au laboratoire.

Aprés avoir déterminé I'indice de maturation des
olives selon la méthode d’'Uceda et Frias [19], les
olives nettoyées ont subi I'extraction afin de récu-
pérer I'huile. Cette étape a été réalisée a I'aide d’'un

oléodoseur de laboratoire (Levi-Deleo-Lerogsa-
me). Lextraction consiste en un broyage des oli-
ves, un malaxage de la pate et une séparation de
I'huile par centrifugation. Une quantité d’eau tiede
(30°C) a raison de 50 ml pour 920 g de pate d’oli-
ve est ajoutée pour faciliter I'extraction. Les huiles
sont recueillies dans des flacons en verre fumé,
remplis, étiquetés et conservés a une température
de 4°C en attendant d’étre analysées.

2.2 LES INDICES DE QUALITE

L'acidité et I'indice de peroxyde sont déterminés
suivant les protocoles de I'U.I.C.P.A [20]. Les
absorbances dans UV a 232 nm et 270 nm sont
déterminées suivant la méthode du Conseil Oléico-
le International [21]. Trois essais ont été effectués
pour chaque paramétre.

2.3 COMPOSITION EN ACIDES GRAS

Les esters méthyliques sont préparés suivant la
méthode de la Commission Européenne [22]. Les
esters méthyliques sont injectés dans un chroma-
tographe en phase gazeuse de type Chrompack C
9002 équipé d'un détecteur FID. Une colonne
capillaire DB 23 (60 m, 0,25 mm, 0,25 pym) a été uti-
lisée. Le gradient de température suivant a été uti-
lisé: de 130°C a 170°C (maintenu pendant 1 mn) a
6,5°C/mn, de 170°C a 215°C (maintenu pendant
12 mn) a 2,75°C/mn et de 215°C a 230°C (mainte-
nu pendant 3 mn) a 40°C/mn. Linjecteur est du
type split, avec un débit de 49,9 mi/mn et il est
porté a une température de 270°C. Le gaz vecteur
utilisé est 'azote a un débit de 45 ml/mn. La tem-
pérature du FID est de 250°C et le volume injecté
estde 1 pl.

2.4 DOSAGE SPECTROPHOTOMETRIQUE DES COMPO-
SES PHENOLIQUES TOTAUX

L'extraction des composés phénoliques est réali-
sée suivant le protocole de Tsimidou et al. [23]
modifié. Cinquante grammes d’huile sont dissous
dans 50 ml d’hexane, cette solution est introduite
dans une ampoule a décanter et 30 ml du mélan-
ge méthanol/eau (80/20) sont ajoutés, le mélange
est agité vigoureusement durant 5 min puis laissé
décanter, la phase polaire (phase méthanolique)
contenant les composés phénoliques est récupé-
rée, tandis que la phase apolaire subit une 2°™ et
une 3% extraction pour récupérer la fraction phé-
noligue restante. Chaque fraction polaire récupé-
rée subit un lavage avec 50 ml d’hexane. Les solu-
tions sont concentrées sous vide a l'aide d’un rota-
vapor (K-IKA Labortechnik), a une température de
40°C, jusqu’a avoir des volumes d’extraits d’envi-
ron 2 ml. Le séchage des extraits est complété
dans I'étuve a 40°C jusqu’a I'obtention d’un poids
constant.

L'estimation de la teneur en composés phénoli-



ques a été réalisée selon la méthode au Folin-Cio-
calteu. L'absorbance est mesurée au spectropho-
tometre a 765 nm. Trois essais ont été effectués.
La concentration en composés phénoliques des
extraits de I'huile est déterminée en se référant a la
courbe d’étalonnage obtenue en utilisant I'acide
gallique comme standard.

2.5 DOSAGE SPECTROPHOTOMETRIQUE DES ORTHO-
DIPHENOLS

La concentration en ortho-diphénols des extraits
méthanoliques des échantillons d’huile est déter-
minée suivant la méthode de Bendini et al. [24].
'absorbance est mesurée a 370 nm. Les teneurs
en ortho-diphénols des échantillons sont détermi-
nées a partir d’'une courbe d’étalonnage réalisée
avec de l'acide caféique comme standard. Trois
essais ont été effectués.

2.6 DETERMINATION DES COMPOSES PHENOLIQUES
DES HUILES D'OLIVE PAR CHROMATOGRAPHIE EN
PHASE LIQUIDE A HAUTE PERFORMANCE (HPLC)

La méthode se base sur une extraction des com-
posés mineurs polaires de nature phénolique
directement a partir de I'huile d’olive au moyen
d’une solution méthanolique «méthanol/eau
(80/20)», suivie de leur dosage par HPLC au
moyen d’un révélateur UV a 280 nm. Létalon inter-
ne est I'acide syringique [25].

Un volume de 20 pl d’échantillon est injecté dans
une colonne C18 de type Spherisorb ODS-2 (4,6
mm x 250 mm, taille des particules : 5 um). La phase
mobile est composée de: eau/acide orthophospho-
rique (99,8 : 0,2 V/V), méthanol et acétonitrile.

Les teneurs correspondantes aux polyphénols
totaux, individuels et oxydés sont exprimées en
mg/kg.

2.7 ANALYSE STATISTIQUE

Une étude statistique a été réalisée concernant I'in-
dice de maturité, les paramétres de qualité et les
dosages colorimétrigues des composés phénoli-
ques totaux et ortho-diphenols en appliquant une
analyse de variance (ANOVA). Le test de Newman-
Keuls est utilisé pour la comparaison intergroupe.
Le logiciel utilisé est STATISTICA 5.5.

3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 INDICE DE MATURITE

L'indice de maturité est un paramétre qui pourrait
nous renseigner d’une facon globale sur la maturi-
té des fruits. Les résultats obtenus (Tableau ) mon-
trent des valeurs de I'indice de maturité qui varient
entre 3,38 pour la variété Aghenfas et 6,79 pour la
variété Tabelout. Cette variation peut étre liée a la
variation de la période de récolte étant donné que
la variété Tabelout est récoltée a une époque tardi-

Tableau I - Valeurs de l'indice de maturité des olives des différentes
variétés

Variété Indice de maturité
Aghenfas 3,38+0,172
Akerma 4,73+0,08¢
Blanquette de Guelma 4,85+0,014
Bouricha 3,880,172
Chemlal 5,65+0,44¢
Chemlal Tazmalt 4,01£0,01°
Ferkani 5,02+0,094
Limli 3,72+0,07%
Neb Djemel 4,40+0,06°
Tabelout 6,79+0,12f

* les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune
différence significative (p<0,05)

ve par rapport aux variétés Limli, Bouricha, Aghen-
fas et Neb Djemel. 'analyse statistique permet de
répartir nos variétés en groupes homogeénes
(Aghentfas, Bouricha et Limli), (Akerma et Neb Dje-
mel ) et ( Akerma, Blanquette de Guelma et Ferkani).
Bien que les variétés Chemlal Tazmalt, Ferkani et
Tabelout soient récoltées a la méme période, elles
enregistrent un écart significatif (p<0,05) de I'indi-
ce de maturité, ceci est probablement lié a I'effet
variétal suite a des facteurs génétiques, certaines
variétés entrent en maturation plus vite que d’au-
tres. El Antari et al. [7] ont noté que la variété Man-
zanilla se distingue par sa vitesse élevée d’entrée
en maturation.

3.2 LES INDICES DE QUALITE

Les valeurs d’acidité (Tableau Il) sont tres faibles et
inférieures a la limite établie par le COIl [26] qui est
de 0,8% pour I'huile d’olive extra vierge. Les diffé-
rences significatives relevées entre les variétés
peuvent étre liées a I'indice de maturité des olives.
En effet, 'acidité augmente avec la maturité du fruit
d’olive [27], suite a une augmentation de l'activité
enzymatique spécialement I'enzyme lipolytique
[28, 29].

Les huiles des variétés étudiées sont moins acides
que les huiles des variétés tunisiennes analysées
par Zarrouk et al. [30], pour lesquelles I'acidité
libre est comprise entre 0,38 et 0,41% d’acide oléi-
que, elles sont proches des huiles des variétés
espagnols Picual, Cornicabra, Manzanilla, Arbe-
quina et Local dont les valeurs sont comprises
entre 0,10 et 0,25% [31] et des variétés d’huiles
européennes introduites en Tunisie ainsi que la
variété tunisienne Chemlali dont les teneurs varient
entre 0,11 et 0,28% [32].
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Tableau Il - Les indices de qualité des différentes variétés d’huile d'olive

m Acidité Indice de peroxyde K K
Variété (% d'acide oléique) (méq 02/Kg) o il
Aghenfas 0,16 + 0,009 4,75 +0,25¢ 1,968 + 0,008¢ 0,155 + 0,002¢
Akerma 0,08 + 0,000 5,75 + 0,254 2,461 £ 0,017 0,146 + 0,006¢
Blanquette de Guelma 0,18 + 0,008° 8,25 + 0,250 1,484 + 0,000° 0,206 + 0,006
Bouricha 0,15 + 0,00¢ 4,25 + 0,25 2,205 + 0,043 0,191 + 0,003¢
Chemlal 0,11 +0,00° 8,25 + 0,250 2,443 + 0,009 0,150 + 0,005¢
Chemlal Tazmalt 0,05 + 0,0082 7,25 + 0,25¢ 1,882 + 0,000° 0,151 + 0,002¢
Ferkani 0,11 + 0,00¢ 4,25 + 0,25 2,342 + 0,019 0,125 + 0,002
Limli 0,15 + 0,00¢ 8,75 + 0,25¢ 2,428 + 0,000" 0,143 + 0,007¢
Neb Djemel 0,18 + 0,008¢ 7,75+0,25' 2,113 + 0,000¢ 0,165 + 0,002¢
Tabelout 0,23 + 0,001 3,25 + 0,252 1,155 + 0,005 0,107 + 0,0052

* les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05)

Concernant I'indice de peroxyde, les huiles analy-
sées montrent des valeurs qui varient entre 3,25
meq O,/Kg pour la variété Tabelout et 8,75 meq
O,/Kg pour la variété Limli. Les valeurs atteintes
sont inferieures a la norme du COI [26] pour les
huiles d'olives de catégorie extra-vierge (20 meq
0O,/Kg). Les huiles de nos variétés présentent des
indices de peroxyde proches de ceux enregistrés
pour les huiles des variétés tunisiennes Chétoui,
Jarboui, Ain Jarboua, Neb Jmel, Rekhami, Regre-
gui qui varient entre 2,63 et 7,90 meq d’O,/Kg [33],
mais inferieures a certaines variétés turques (entre
7,37 et 16,08 meq d’O,/Kg) [34].

Concernant I'extinction spécifique dans I'UV, des
différences significatives (p<0,05) sont enregistré-
es entre les variétés (Tableau 1) sauf entre les
variétés Akerma et Chemlal pour le coefficient Koz,
et entre les huiles Aghenfas, Akerma, Bouricha,
Chemlal, Chemlal Tazmalt, Limli et Neb Djemel

pour le coefficient Ky7q.

Les valeurs les plus élevées du coefficient Ky3, sont
relevées pour la variété Akerma (2,46) et Chemlal
(2,44) et la valeur la plus basse pour la variété
Tabelout (1,15). Quant au coefficient Kyq, les
valeurs se situent entre 0,107 et 0,206. Les échan-
tillons d'huile présentent tous des coefficients d’ex-
tinction spécifique dans I'UV (Kyss, Kuyg) inférieurs
aux limites établies par le COI [26] pour une huile
d'olive extra-vierge (Kus, < 2,5 et Kyyg <0,22).

Nos résultats des coefficients d’extinction spécifi-
que dans I'UV (K, Kyzp) sont proches de ceux
enregistrés pour les variétés européennes introdui-
tes en Tunisie Ascolana Tenera, Koroneiki et Picho-
line qui varient entre 1,6 et 2,8 (pour le coefficient
Kogo) €t entre 0,1 et 0,2 (pour le coefficient Ky7g)
[35].

Les résultats d’analyses (acidité, indice de peroxy-
de et des coefficients d’extinction spécifique dans

Tableau IlI - Valeurs moyennes des acides gras totaux des différentes variétés d'huile d'olive (en % des acides gras totaux)

Aghenfas | Akerma Sff;zgﬁnﬁg Bouricha | Chemlal ?-::g;?: Ferkani | Limli | Neb Djemel | Tabelout
C16:0 13,59 14,89 12,51 18,45 17,02 19,15 1421 | 18,97 19,55 16,27
C18:0 2,85 2,35 2,65 2,70 1,75 1,82 2,52 2,57 1,88 247
C18:1 72,13 67,38 61,00 66,26 65,51 65,71 67,88 | 65,11 64,06 70,97
C18:2 9,31 13,88 21,67 10,77 14,39 11,48 13,25 11,5 12,75 8,93
C18:3 0,94 1,00 0,86 0,81 0,65 0,71 0,52 0,81 0,79 0,75
C20:0 0,43 0,40 0,49 0,45 0,38 0,40 0,46 0,46 0,37 0,38
C20:1 0,30 0,10 0,43 0,26 0,29 0,35 0,30 0,27 0,23 0,24
AGI 82,68 82,36 83,96 78,1 80,84 78,25 81,95 | 77,69 77,83 80,89
AGS 16,87 17,64 15,65 21,6 19,15 21,37 17,19 22 21,8 19,12
AGI/AGS 4,90 4,67 5,36 3,61 4,22 3,66 4,76 3,53 3,57 4,23
C18:1/C18:2 7,75 4,85 2,81 6,15 4,55 572 5,12 5,66 5,02 7,95

AGI : acides gras insaturés, AGS : acides gras saturés.
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UV (Kosp, Kyoyg) effectuées sur les huiles produites
a partir des dix variétés étudiées s’inscrivent tous
parfaitement dans les limites définies par le COI
[26] pour une huile d’olive extra vierge, ce qui nous
permet de classer les huiles issues de ces variétés
dans cette catégorie. Ces résultats peuvent étre
expliqués en partie par les conditions appropriées
de récolte et d’extraction des huiles.

3.3 COMPOSITION EN ACIDES GRAS

[’analyse de la composition des acides gras totaux
(Tableau lll) est qualitativement similaire entre les
échantillons. Quantitativement, toutes les huiles
des variétés étudiées présentent des teneurs en
différents acides gras répondant aux normes éta-
blies par le COIl [26] pour les huiles d’olives extra-
vierges.

L'acide oléique est I'acide gras dominant de la
composition des huiles d’olive. Toutes les variétés
étudiées ont des proportions supérieures a 60%.
Ces proportions peuvent distinguer entres les
variétés, les valeurs les plus élevées sont enregi-
strées respectivement pour les variétés Aghenfas
et Tabelout (72,13% et 70,97%) suivies des varié-
tés Akerma, Bouricha, Chemlal, Chemlal Tazmalt,
Ferkani, Limli et Neb Djemel, la plus faible valeur
étant notée pour la variété Blanquette de Guelma
(61%). Ces taux sont tres proches de ceux obtenus
pour des variétés marocaines [7], des variétés
tunisiennes [36] et des variétés turques [37]; supé-
rieurs aux teneurs des variétés Chemlali et Chéto-
ui de Sousse et Sfax [38] et de la variété espagnol
Arbequina [39] et inferieurs aux taux enregistrés
par Pardo et al. [31] pour des variétés espagnoles.
Les variétés Aghenfas et Tabelout se distinguent
des autres variétés par les taux les plus faibles en
acide linoléique soit 9,31 et 8,93% respectivement.
Ces variétés se caractérisent ainsi par les rapports
acide oléique/acide linoléique les plus élevés (7,75
et 7,95).

Des résultats similaires sont rapportés par Ouesla-
ti et al. [40] pour la variété tunisienne Fakhari Doui-
rat. La variété Blanquette de Guelma présente le
taux le plus élevé en acide linoléique (21,67 %), elle
se caractérise ainsi par le rapport acide
oléique/acide linoléique le plus faible. Des résul-
tats proches sont relevés pour la variété Chétoui
cultivée a Sousse ville de la Tunisie [38]. Le rapport
acide oléique/acide linoléique est utilisé comme
parametre de stabilité et plusieurs études ont mon-
tré gu’un rapport élevé engendre une stabilité oxy-
dative importante [36].

Certains acides gras minoritaires peuvent égale-
ment étre utilisés comme indicateur variétal. La
variété Akerma se distingue du reste des variétés
par les plus faibles proportions en acide gadoléi-
que (0,10%), par rapport aux autres variétés dont
les taux oscillent entre 0,23 et 0,43%.

Les taux d'acides gras saturés et insaturés nous
permettent de distinguer entre les variétés. La
variété Blanquette de Guelma présente un pour-
centage en acides gras saturés de 15,65% et un
total en acides gras insaturés de 86,18%. Tandis
que les variétés Limli, Neb Djemel, Bouricha et
Chemlal Tazmalt, enregistrent respectivement, un
total en acides gras saturés de 22%, 21,8%, 21,6%
et 21,37% et un total en acides gras insaturés de
77,69%, 77,83%, 78,1% et 78,25%.

Des variations cultivar-dépendantes en profils
d’acide gras des variétés d’huile d’olive sont rele-
vées par plusieurs auteurs [3, 39, 41]. Bien que les
variétés soient cultivées dans la méme parcelle
expérimentale mais elles conservent leur propre
rythme de biosynthése des lipides, la composition
d'acide gras varie sensiblement d’'un cultivar a un
autre, selon leur patrimoine génétique.

3.4 LES POLYPHENOLS TOTAUX

Les teneurs en polyphénols totaux différent signifi-
cativement (p<0,05) d’une variété a une autre
(Tableau 1V). Ces résultats sont en accord avec les
résultats de Haddada et al. [36] et Zarrouk et al.
[30] quant a I'influence de la variété sur la compo-
sition quantitative en composés phénoliques dans
I'huile d’olive.

Tableau IV - Teneurs en composés phénoliques totaux et en ortho-
diphénols des différents extraits méthanoliques des huiles d'olives
par méthode colorimétrique

Teneur en composés Teneur en
Variété phénoliques totaux | ortho-diphénols
(mg/Kg) (mg/Kg)
Aghenfas 161,78 + 6,24° 13,15 + 0,004
Akerma 130,92 + 7,68 10,07 + 0,00°
Blanquette de Guelma 365,24 + 8,40 23,37 + 0,599
Bouricha 369,79 + 6,88 15,65 + 0,86°
Chemlal 234,38 + 6,42¢ 15,49 +0,18¢
Chemlal Tazmalt 115,73 + 4,352 7,54 +0,00
Ferkani 243,23 +2,87¢ 19,30 + 0,00f
Limli 123,43 0,792 5,68 + 0,002
Neb Djemel 420,95 + 2,029 29,67 £0,73
Tabelout 239,79 + 1,69 19,36 + 0,97

* les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune
différence significative (p<0,05)

Les teneurs les plus élevées sont enregistrées
pour la variété Neb Djemel (420,95 mg/kg) suivie
des variétés Bouricha (369,79 mg/kg) et Blanquet-
te de Guelma (365,24 mg/kg), tandis que les
teneurs les plus faibles sont obtenues pour les
variétés Akerma (130,92 mg/kg), Limli (123,43
mg/kg) et Chemlal Tazmalt (115,73 mg/kg). Le
reste des variétés présentent des teneurs compri-
ses dans lintervalle de 161,78 a 243,23 mg/kg.
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D’apres Tsimidou [42], on peut classer les variétés
étudiées par rapport a leurs teneurs en polyphé-
nols comme suit: les variétés Aghenfas, Akerma,
Chemlal Tazmalt, Limli sont classées dans la caté-
gorie a teneur faible en polyphenols totaux, tandis
que les variétés Blanquette de Guelma, Bouricha,
Chemlal, Ferkani, Neb Djemel et Tabelout sont a
teneur moyenne en polyphénols totaux.

Nos variétés présentent des teneurs en polyphé-
nols relativement proches de celles des variétés
italiennes étudiées par Baiano et al. [43], pour
lesquelles les teneurs en polyphenols sont compri-
ses entre 133,68 et 322,18 mg/kg, et des variétés
turques étudiées par Ocakoglu et al. [34] qui
varient entre 75,46 et 333,37 mg/kg; mais supé-
rieures aux teneurs des variétés espagnoles analy-
sées par Cerretani et al. [44], qui présentent des
teneurs en polyphenols totaux comprises entre
37,2 et 93,2 mg/kg, et aux variétés Picual, Barnea,
Empeltre, Manzanilla Californiana et Manzanilla
Criolla cultivées en Argentine, dont les teneurs
varient de 25,3 a 92,7 mg/kg [45].

D’aprés Tovar et al. [46], au cours de la maturation,
I'activité de I'enzyme PAL diminue et l'activité des
estérases et des glucosidases augmente entrai-
nant ainsi une réduction des taux des polyphénols
totaux, ce qui peut expliquer les faibles concentra-
tions obtenues pour les huiles des variétés Tabe-
lout et Chemlal pour lesquelles nous avons noté
des indices de maturités de 6,79 et 5,55 respecti-
vement, par rapport aux variétés Neb Djemel,
Bouricha et Blanquette de Guelma dont les teneurs
en polyphenols sont élevées et un indice de matu-
rité qui varie entre 3,38 et 4,85.

3.5 LES ORTHO-DIPHENOLS

Les teneurs en ortho-diphénols sont représentées
dans le Tableau IV. Des différences significatives
(p<0,05) sont relevées entre les variétés d’huiles
étudiées sauf entre les huiles de Chemlal et Bouri-
cha et entre Ferkani et Tabelout.

Les huiles des variétés de Neb Djemel (29,67
mg/kg) et Blanquette de Guelma (23,37 mg/kg)
sont les plus riches en ortho-diphénols. En revan-
che, les variétés Limli et Chemlal Tazmalt donnent
des huiles a teneurs inférieures (5,68 mg/kg, 7,54
mg/kg respectivement). Le reste des variétés pré-
sentent des teneurs comprises dans l'intervalle de
(10,07 a 19,36 mg/kg). Comparé aux teneurs en
polyphénols totaux enregistrées pour les différen-
tes huiles analysées, on remarque que c’est I'huile
la plus riche en polyphénols totaux (Neb Djemel)
qui enregistre le taux le plus élevé en ortho-diphé-
nols, mais ce n’est pas le cas pour les variétés
Ferkani et Tabelout qui enregistrent des teneurs
plus importantes en ortho-diphénols par rapport a
Chemlal et Bouricha malgré que ces derniéeres
enregistrent des teneurs plus élevées en polyphe-

nols totaux. Un coefficient de corrélation significa-
tif (p<0,05) est relevé entre le taux de polyphenols
totaux et ortho-diphénols (r=0,88). Nos résultats
sont en accord avec ceux de Di Giovacchino ef al.
[47] et ceux de Cerretani et al. [10] qui ont enre-
gistré un coefficient de corrélation de 0,88 et 0,82
respectivement.

Les teneurs enregistrées en ortho-diphénols pour
nos variétés sont relativement proches des variétés
espagnoles Picual, Hojiblanca et Arbequina dont
les teneurs varient entre 3,99 et 18,92 mg/kg [48],
mais largement inférieures aux variétés tunisiennes
telles rapportées par Zarrouk et al. [30] dont les
teneurs varient entre 188,12 et 213,24 mg/kg.

3.6 DETERMINATION DES COMPOSES PHENOLIQUES
DES HUILES D'OLIVES PAR CHROMATOGRAPHIE EN
PHASE LIQUIDE A HAUTE PERFORMANCE (HPLC)
'analyse des chromatogrammes des extraits phé-
noliques des huiles étudiées montre une composi-
tion qualitative en composés phénoliques similaire
pour I'ensemble des échantillons, mais différente
d’un point de vue quantitatif. La composition de la
fraction phénolique présente un intérét dans la
caractérisation variétale des huiles d'olive vierges
[49].

Ce profil en composés phénoliques (Tableau V)
est analogue a celui observé par d’autres auteurs
pour les variétés espagnoles [50], les variétés tur-
ques [51], les variétés francaises [52] et les varié-
tés algériennes [17].

En comparant aux taux des polyphénols totaux,
pour toutes nos variétés étudiées, les secoiridoi-
des représentent la classe majoritaire des polyphé-
nols totaux, leurs distributions varient d’'une variété
a une autre ce qui est en accord avec les résultats
de Torre-Carbot et al. [53], Gémez-Rico et al. [54]
et ceux de Dabbou et al. [35]. C’est la variété Neb
Djemel qui enregistre le pourcentage le plus élevé
83,61% et le pourcentage minimal est obtenu pour
I'huile de la variété Chemlal Tazmalt (43,19%). Un
coefficient de corrélation positif est enregistré
r=0,98 entre le taux des polyphenols totaux et les
dérivés d’oleuropéine et de ligstroside.

Les variétés Neb Djemel et Bouricha se caractéri-
sent par les teneurs les plus élevées en dérivés
d’oleuropéines (276 et 235 mg/kg) et dérivés de
ligstroside (173 et 150 mg/kg), suivie des variétés
Chemlal, Ferkani, Blanquette de Guelma et Tabe-
lout dont les teneurs oscillent entre 119 et 103
mg/kg (dérivés d'oleuropéine) et entre 91 et 124
mg/kg (dérivés de ligstroside). Les teneurs les plus
faibles sont relevées pour les variétés  Chemlal
Tazmalt, Limli, Akerma et Aghenfas dont les
valeurs varient entre 36 et 61 mg/kg (dérivés
d’oleuropéine) et entre 26 et 62 mg/kg (dérivés de
ligstroside).

D’apres Servili et al. [55] et Dabbou et al. [35], les
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Tableau V - Teneurs en composés phénoliques (mg/Kg) des huiles d'olive de variétés algériennes par HPLC

Aghenfas | Akerma Blanquette Bouricha | Chemlal Chemal Ferkani | Limli Neb Tabelout
de Guelma Tazmalt Djemel
Dérivés d'oleuropéine (mg/kg) 50 36 203 235 133 61 119 60 276 120
> Hydroxytyrosol 0,5 0,9 5 5 3 2 1 3 4 4
Dérivés de ligstroside (mg/kg) 26 44 115 150 101 50 91 62 173 124
> Tyrosol 3 4 28 26 3 3 4 26 5 "
Flavonoides (mg/kg) 44 49 18 25 23 34 14 10 33 13
> Apigénine 12 " 6 7 8 14 4 3 13 7
> Lutéoline 32 38 12 18 15 20 10 7 20 6
Lignanes (mg/kg) 16 38 33 51 38 4 42 25 21 29
Polyphénols oxydés (mg/kg) 14 15 51 55 54 67 13 42 19 22
Polyphénols totaux (HPLC)
(mgrkg) 169 207 430 522 354 257 287 208 537 316

dérivés secoiridoides sous forme dialdehydique
de l'acide élénolique liées a I'nydroxytyrosol (3,4-
DHPEA-EDA) ou liés au tyrosol (p-HPEA-EDA) et
les isoméres d'oleuropéine aglycone (3,4-DHPEA-
EA) sont les secoiridoides les plus abondants dans
I'huile d’olive. lls sont issus de I'hydrolyse des
secoiridoides glucosides présents dans le fruit
d'olive par activation de I'enzyme, B-glucosidase
au cours de l'extraction [56, 57].

L’hydroxytyrosol (3,4-DHPEA) et le tyrosol (p-
HPEA) sont les principaux alcools phénoliques
présents dans les huiles des variétés étudiées ce
qui est en accord avec les résultats obtenus par
Servili et al. [55] et Ocakoglu et al. [34]. Toutes les
variétés d’huiles étudiées présentent des teneurs
en tyrosol plus élevées que celles en hydroxytyro-
sol, les valeurs oscillent entre 3 et 28 mg/kg pour
le tyrosol, et entre 0,5 et 5 mg/mg pour I'hydroxyty-
rosol. Les variétés Blanquette de Guelma et Bouri-
cha enregistrent les valeurs les plus élevées en
tyrosol (28 et 26 mg/kg) et hydroxytyrosol (5
mg/kg), tandis que la valeur la plus faible en tyro-
sol est enregistrée pour les variétés Aghenfas,
Chemlal et Chemlal Tazmalt (3 mg/kg) et la plus fai-
ble en hydroxytyrosol pour la variété Aghenfas
(0,5 mg/kg).

Ce que I'on peut relever également est que malgré
que la variété Limli se révéle pauvre en polyphe-
nols totaux, elle enregistre un taux plus élevé en
tyrosol que la variété Neb Djemel qui est considé-
rée comme étant la variété la plus riche en poly-
phénols totaux. Les mémes résultats sont obtenus
par Dabbou et al. [35] sur la variété Ascolana
Tenera introduite en Tunisie.

Nos variétés présentent des teneurs en alcool phé-

noliques (hydroxytyrosol et tyrosol) proches de cel-
les des variétés espagnoles étudiées par Goémez-
Rico et al. [54], pour lesquelles les teneurs en tyro-
sol sont comprises entre 1,2 et 29,8 mg/kg, celles
en hydroxytyrosol entre 0,4 et 5 mg/kg; supérieures
aux teneurs des variétés tunisiennes qui présen-
tent des teneurs en tyrosol comprises entre 0,65 et
5,36 mg/kg et I'hydroxytyrosol comprises entre
0,05 et 1,59 mg/kg [36], mais inferieures aux
teneurs des huiles commerciales siciliennes analy-
sées par Saitta et al. [58] présentant des teneurs
qui varient de 10,5 a 32,3 mg/Kg (tyrosol) et de
12,8 a 36,1 mg/Kg (hydroxytyrosol).

Brenes et al. [59] et Baiano et al. [43] ont observé
que les teneurs en tyrosol et hydroxytyrosol sont
généralement faibles dans I'huile nouvellement
extraite mais augmentent graduellement au cours
du stockage parallelement a une diminution des
formes phénoliques complexes telle que 3,4-
DHPEA-EDA et p-HPEA-EDA ce qui permet de
déduire que la dégradation de ces derniers géne-
re les phénols simples telles que I'hydroxytyrosol et
le tyrosol.

Qualitativement parlant, pour toutes nos huiles
analysées, les lignanes viennent en 2™ position
apres les secoiridoides a I'exception des huiles
des variétés Aghenfas, Akerma et Neb Djemel dont
le taux des flavonoides sont supérieurs a ceux des
lignanes, les mémes résultats sont observés par
Garcia-Villalba et al. [50] sur les variétés espagno-
les ou les variétés Picual enregistrent des teneurs
plus élevées en flavonoides par rapport aux ligna-
nes, alors que pour la variété Arbequina, ils ont
relevé des teneurs plus importantes en lignanes.
Les pourcentages en lignanes de nos huiles
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varient entre 3,91% (Neb Djemel) et 15,95%
(Chemlal Tazmalt) par rapport aux polyphénols
totaux.

Toutes les variétés d’huiles étudiées présentent
des teneurs appréciables en lignanes, la variété
Bouricha se caractérise par la teneur la plus élevée
(51 mg/kg) suivie des variétés Ferkani et Chemlal
Tazmalt avec des teneurs de 42 et 41 mg/kg
respectivement, la valeur la plus faible est relevée
pour la variété Aghenfas, le reste des variétés pré-
sentent des teneurs comprises dans l'intervalle de
21 et 38 mg/kg.

Bien que la variété Neb Djemel se révéle étre riche
en polyphénols totaux (537 mg/kg), elle ne renfer-
me que 21 mg/kg en lignanes par contre la variété
Chemlal Tazmalt qui est moins riche en polyphé-
nols totaux (257 mg/kg) montre une teneur en
lignanes de 41 mg/kg. En plus du facteur variété,
ceci peut étre attribué a l'origine géographique
[60]. Nos résultats sont inferieurs a ceux obtenus
par Criado et al. [61] sur la variété espagnole
Arbequina cultivée a Tarragona et Jaén dont les
teneurs sont de 65 mg/kg et 61 mg/kg respective-
ment, et largement inferieurs a ceux des variétés
étudiées par Brenes et al. [59] dont les teneurs
sont supérieures a 100 mg/kg, mais supérieurs aux
teneurs des variétés Picual et Hojiblanca analysé-
es par Garcia-Villalba et al. [50] et les variétés tuni-
siennes analysées par Haddada et al. [33] dont les
teneurs oscillent entre 3,15 et 9,35 mg/kg.

Toutes les variétés d’huiles étudiées présentent des
teneurs appréciables en flavonoides, les variétés
Akerma et Aghenfas se caractérisent par les teneurs
les plus élevées 49 et 44 mg/kg respectivement,
alors que les variétés Limli, Tabelout et Ferkani enre-
gistrent les teneurs les plus faibles (10, 13 et 14
mg/kg respectivement). Les teneurs du reste des
variétés oscillent entre 18 et 41 mg/kg. Ces résultats
sont largement supérieurs a ceux obtenus par Cria-
do et al. [61] et ceux de llyasoglu et al. [51].

Les flavonoides représentent 26,03% des polyphé-
nols totaux pour la variété Aghenfas alors qu’elle
enregistre la teneur la plus faible en polyphenols
totaux, tandis que les variétés Blanquette de Guel-
ma et Tabelout enregistrent les taux les plus faibles
(4,18% et 4,11%).

D’aprés les résultats obtenus, 'apigénine et la lutéo-
line sont les flavonoides présents dans toutes les
huiles analysées, avec une prédominance de la
lutéoline a I'exception de la variété Tabelout. Les
variétés étudiées par Andjelkovic et al. [11] et Gar-
cia-Villalba et al. [50] présentent un taux plus élevé
en lutéoline alors que les variétés turques récoltées
en 2006 révelent une dominance de l'apigénine
[34]. La variété Akerma se caractérise par la teneur
la plus élevée en lutéoline (38 mg/kg), cette teneur
est proche de celles des variétés francaises obte-
nues par Andjelkovic et al. [562]. Cest la variété

Chemlal Tazmalt qui enregistre la teneur la plus
importante en apigénine (14 mg/Kg) avec aussi une
teneur assez élevée en lutéoline (20 mg/kg). On
observe également que les variétés Limli et Tabelout
se distinguent par leurs teneurs les plus faibles en
apigénine (3 mg/kg) et lutéoline (6 mg/kg) respecti-
vement, ces teneurs sont proches de celles rappor-
tées par Andijelkovic et al. [11]. Pour le reste des
variétés, les valeurs varient entre 7 et 32 mg/kg
(lutéoline) et 4 et 13 mg/kg (apigénine).

D’aprés Brenes et al. [62], la concentration de la
lutéoline diminue avec la maturation du fruit d’olive
par contre celle de l'apigénine ne subit aucun
changement ce qui pourrait expliquer les faible
teneurs en lutéoline chez la variété Tabelout qui
présente un indice de maturité élevé (6,97).

4. CONCLUSION

Cette étude a permis de donner une premiére
appréciation de la qualité et de la composition des
huiles d’olive de variétés algériennes. Les résul-
tats de I'évaluation des parametres de qualité ont
montré que les dix variétés étudiés appartiennent
toutes a la catégorie de I'huile d’olive vierge
“extra”.

Concernant la composition chimique des huiles en
acides gras et en composés phénoliques, des
variations cultivars-dépendantes ont été relevées.
Pour les acides gras, toutes les huiles contiennent
des teneurs supérieures a 60% en acide oléique,
toutefois, les variétés Aghenfas et Tablout ont enre-
gistré les plus grandes teneurs (> 70%) et les plus
faibles teneurs en acide linoléique. La variété Blan-
quette de Guelma se distingue par le taux le plus
élevé en acide linoléique (21,67%) et la variété
Akerma a enregistré la plus faible teneur en acide
gadoléique.

Les résultats de ce travail peuvent étre considérés
comme une caractérisation préliminaire des huiles
d’'olive algériennes en composés phénoliques. Le
profil en composés phénoliques individuels nous
permet de faire une distinction variétale, les varié-
tés Neb Djemel et Bouricha se caractérisent par les
teneurs les plus élevées en dérivés d’oleuropéine
(276 et 235 mg/kg respectivement) et en dérivés
ligstroside (173 et 150 mg/kg respectivement). Tan-
dis que, les variétés Blanquette de Guelma et Bou-
richa enregistrent les taux les plus élevés en tyrosol
(28 et 26 mg/kg) et hydroxytyrosol (5 mg/kg), la
variété Limli se distingue des autres variétés par
son taux élevé en tyrosol (26 mg/kg) alors qu’elle a
enregistré une teneur faible en polyphénols totaux.
La variété Bouricha se caractérise par la teneur la
plus élevée en lignanes (51 mg/kg), tandis que les
variétés Akerma et Aghenfas enregistre les taux les
plus faibles en polyphénols totaux mais elles se
caractérisent par les teneurs les plus élevées en fla-
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vonoides 49 et 44 mg/kg respectivement.

Enfin, il est évident que la fraction phénolique peut
fournir un outil précieux dans la caractérisation
variétale des huiles d’olive.
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SUMMARY: The phenolic compositions, antioxidant and antimicrobial activities against six bacteria of phe-
nolic extracts of olive oil varieties from eleven Algerian varieties were investigated. The antioxidant activity
was assessed by determining the scavenging effect on the DPPH and ABTS* radicals. The antimicrobial activ-
ity was measured as a zone of inhibition and minimum inhibitory concentration (MIC) on human harmful and
foodborne pathogens. The results show that total phenols was significantly (p< 0.05) correlated with DPPH
(r=0.72) and ABTS* radicals (r = 0.76). Among the bacteria tested, S. aureus and to a lesser extent B. subtilis
showed the highest sensitivity; the MIC varied from 0.6 to 1.6 mg-mL™" and 1.2 to 1.8 mg-mL"", respectively.
The results reveal that Algerian olive oils may constitute a good source of antioxidant and antimicrobial
agents.
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RESUMEN: Aceites de oliva de Argelia: Componentes fendlicos, actividades antioxidante y antibacteriana. Se
ha estudiado la composicion fenodlica y las actividades antioxidante y antimicrobiana, contra seis bacterias,
de extractos de aceites de oliva de once variedades argelinas. La actividad antioxidante se evalué mediante la
determinacion del efecto captador de radicales de DPPH y ABTS*. La actividad antimicrobiana se midié como
zona de inhibicién y como concentracidn inhibitoria minima (MIC) sobre bacterias perjudiciales humanas y
agentes patdgenos transmitidos por los alimentos. Los resultados mostraron que los fenoles totales esta signifi-
cativamente (p< 0,05) correlacionados con DPPH (r = 0,72) y los radicales ABTS+ (r=0,76). Entre las bacterias
ensayadas, S. aureus y, en menor grado B. subtilis mostraron la mayor sensibilidad; el MIC vario de 0,6 a 1,6
mgmL'y1,2a 1,8 mg-mL™" respectivamente. Los resultados muestran que los aceites de oliva argelinos pueden
constituir una buena fuente de antioxidantes y agentes antimicrobianos.
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1. INTRODUCTION

The Mediterranean diet is associated with lower
incidences of atherosclerosis, cardiovascular disease,
neurodegenerative diseases and certain types of can-
cer. The apparent health benefits have been partially
ascribed to the dietary consumption of virgin olive
oil by Mediterranean populations (Cicercale et al.,
2010). The beneficial effects of virgin olive oil were
attributed to its high monounsaturated fatty acids
particularly oleic acid and minor compounds such
as phenolic compounds, tocopherols and carot-
enoids (Visioli and Galli, 1998).

Recently, phenolic compounds present in olive
oil have received much attention due to their ben-
eficial functional and nutritional effects includ-
ing antioxidant and antimicrobial activities. In
addition to extending the shelf life of foods by
inhibiting lipid peroxydation, phenolic compounds
scavenge free radicals and can consequently protect
the human body (Cicerale et al., 2009). Numerous
studies have demonstrated the antioxidant activity
of olive oil polyphenols (Visioli et al., 2002, Servili
et al., 2009).

Moreover, several studies have shown that
the phenolic compounds in olive oil have a high
antimicrobial activity against a broad spec-
trum of foodborne pathogens (Medina et al.,
2006; Karaosmanoglu et al., 2010). Oleuropein
(Bisignano et al., 1999; Furneri et al., 2004),
hydroxytyrosol (Bisignano et al., 1999) which inhib-
its or delays the growth rate of a range of bacteria.
Romero et al. (2007) reported that the dialdehydic
form of decarboxymethyl oleuropein aglycon and
the dialdehydic form of decarboxymethyl ligstro-
side aids in inhibiting the growth of Helicobacter
pylori. Recently, Bubonja-Songe et al. (2011) indi-
cated that olive oil polyphenols can be used as an
alternative for the prevention of food spoilage and
monocytogenes contaminated with Listeria. The
increasing resistance to antibiotics represents the
main factor justifying the need to find out and/or
develop new antimicrobial agents. Although strate-
gies have been proposed in an attempt to control
the pathogenic bacteria spread, the search for new
methods to treat infections stimulates the investiga-
tion for natural compounds.

Algeria, one of the main producers of olive oil
in the world (9th), has a wide range of varieties.
Several studies on Algerian olive oil characteriza-
tion have been carried out. However, there is no
report about antioxidant and antimicrobial activi-
ties of phenolic compounds in the olive oil produced
in Algeria. The present work was undertaken (i) to
identify and quantify the phenolic compounds from
various olive oils from Algerian varieties using a
reverse-phase high-performance liquid chromatog-
raphy (RP-HPLC) system and (ii) to evaluate the
antioxidant and antimicrobial properties of olive

oils obtained from different varieties of olives grown
in the Bejaia region (Algeria).

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Fruit harvest

The extra virgin olive oils used in this work came
from eleven different Algerian varieties of olives:
Aghenfas, Akerma, Blanquette de Guelma, Bouchouk
Soummam, Bouricha, Chemlal, Ferkani, Limli, Neb
Djemel, Tabelout and Chemlal Tazmalt.

Fruits were manually harvested from an orchard
located in Takerietz (Bejaia), during the 2008 and
2009 seasons, with the exception of the Chemlal
Tazmalt variety which was harvested in the Tazmalt
region (Bejaia) in east-central Algeria. Collection,
transportation and processing of the olive samples
were carried out rapidly and with care. Therefore,
only fresh drupes without damage were selected.

2.2. Olive oil extraction

Virgin olive oil samples were obtained using a
laboratory oil mill (Levi-Deleo-Lerogsame), con-
sisting of three basic elements: a hammer crusher,
thermo-beater (mixer) and a pulp centrifuge. The
olive fruits were milled in the hammer crusher, and
then the olive paste was kneaded for 30 min with the
addition of warm water (50 mL of water was added
to 920 g of paste). After the vertical centrifugation,
the oil was collected and left to stand. The oil sam-
ples were stored in amber glass bottles at 4 °C in the
dark without headspace until analysis.

2.3. Quality indices

Acidity and peroxide values were determined
following the analytical methods described by the
International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC, 1979). K,,, and K, were determined
according to the analytical methods described by
the International Olive Oil Council (IOOC, 1996).

2.4. Liquid-liquid extraction of phenolic compounds

A Liquid-liquid extraction system was carried
out in the same extraction conditions, reported by
Tsimidou er al. (1992) with some modifications.
Briefly, 50 g of oil were dissolved in 50 mL of hex-
ane, the solution was extracted successively three
times with 30 mL of an MeOH/water (80:20, v/v)
solution. The extracts were combined and washed
twice with 50 mL of hexane to remove the resid-
ual oil. The hexane phase was discarded, and the
methanolic solutions were concentrated and dried
using rotary evaporator under vacuum at 40 °C.
Finally, the residue was re-dissolved in a solution of
MeOH/water (80:20, v/v).
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2.5. Determination of total phenols

The total phenolic content of the extract was
determined by the Folin-Ciocalteu spectrophoto-
metric method at 765 nm, using gallic acid as cali-
bration curve (Favati ez al., 1994).

2.6. Determination of O-diphenols

According to Bendini ez al. (2003), 0.5 mL of
phenolic extract obtained from olive oil were dis-
solved in 5 mL of MeOH-water (1:1, v/v); a mixture
of 4 mL of the solution and 1 mL of a 5% solution
of sodium molybdate dihydrate in MeOH-water
(1:1, v/v) was shaken vigorously. After 15 min, the
absorbance at 370 nm was measured using caffeic
acid for the calibration curve with a glass cuvette.

2.7. Chromatographic determination of phenolic
compounds

A solution of internal standard (1 mL of 0.015
mgmL™ of syringic acid in water/MeOH (20:80
v/v) was added to a sample of virgin olive oil (2 g).
The mixture was shaken (30 s) and 5 mL of extrac-
tion solution water and MeOH (20:80 v/v) were
added. The obtained mixture was shaken for 1 min,
extracted for 15 min in an ultrasonic bath and then
centrifuged at 5000 r.p.m. (2500 g) for 25 min at T=
20 °C (NGD., 2010). The upper phase was filtered
with a 0.45 um PVDF syringe filter. 20 uL of the
filtered solution were analyzed by HPLC with a UV
detector at 280 nm. The HPLC system used con-
sisted of a C18 Spherisorb ODS-2 reverse column
(5 um, 250 mm, 4.6 mm). Elution was performed at
a flow rate of 1 mL-min™' following a gradient com-
posed of a mixture of water and orthophosphoric
acid (99.8:0.2 v/v) (solvent A), MeOH (solvent B)
and acetonitrile (solvent C): from 96% (A) — 2% (B)
=2% (C) to 0% (A) — 50% (B) — 50% (C) in 60 min.
The last gradient was kept for 10 min. The succes-
sive gradient was: from 0% (A) — 50% (B) — 50% (C)
t0 96% (A) — 2% (B) — 2% (C) in 2 min and then kept
for 10 min.

The identification of phenolic compounds was
performed by HPLC-MS. The main phenolic com-
pounds were identified by comparison with relative
retention times and UV spectra of pure standards.

2.8. Determination of antioxidant activity
2.8.1. DPPH radical- Scavenging assay

The capacity of methanolic extracts of olive oil
to reduce the DPPH (2,2-diphenyl-picrylhydrazyl)
radical was assessed using the method of Keceli
and Gordon (2001). 0.1 mL of a methanolic extract
were added to 2.9 mL of a solution of DPPH (6.107°
M) in methanol for 30 min and the absorbance was

recorded at 515 nm. The scavenging activity of the

extracts was evaluated according to the formula:
percent of scavenging = [A -(A —AJ)])/ A0]100

where A is the absorbance of DPPH alone, A,

1s the absor(i)ance of DPPH + extract and A 1S the
absorbance of the extract alone.

2.8.2. Scavenging activity against the
ABTS.* radical cation

The total antioxidant activity of extracts was
measured by the ABTS™* (2,2"-azinobis-(3-cthyl-
benzothiazoline-6-sulfonic acid) radical cation
decolorization assay of Re et al. (1999) with minor
modifications. ABTS* was generated by the oxida-
tion of ABTS with potassium persulfate. Prior to
assay, the ABTS™ stock solution was diluted with
ethanol to an absorbance of 0.700 = 0.020 at 734 nm.
Then 990 uL of a diluted ABTS* solution was mixed
with 10 pL of the test sample, and the absorbance
was measured at 734 nm after 30 min. The inhibition
percentage of absorbance was calculated using the
formula specified in the DPPH method. The anti-
oxidant capacity of test compounds was expressed
as IC,, the concentration necessary for 50% reduc-
tion 0? ABTS+

2.9. Determination of antibacterial activity
2.9.1. Bacterial strains and culture conditions

The bacterial strains used as test organisms were
Escherichia coli Nalidixic Acid Resistant NAR,
Klebsiella pneumoniae E47, Listeria innocua CLIP
74915, Pseudomonas aeruginosa, ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Bacillus
subtilis ATCC 6633. The bacteria were cultured at
37 °C in a nutrient broth and agar medium. Before
experimental use, the cultures from solid medium
were sub-cultivated in a liquid medium, incubated
for 18 h and used as the source of inoculums for
each experiment.

2.9.2. Antibacterial Activity Assay

The agar diffusion method (Kappel et al., 2008)
was used for the antibacterial assay. Suspensions
of the microorganisms were prepared to con-
tain approximately 108 CFU/mL then 0.1 mL of
the test organisms were inoculated with a sterile
swab on the surface of the Mueller-Hinton agar.
Sterile paper disks (6 mm in diameter) (REF-NO:
321 261, Antibiotica-testblattchen D 3354. Dassel
W-Germany) were impregnated with 20 puL of the
extract solutions in order to obtain final concentra-
tions of 1, 0.5, 0.25 and 0.12 mg, respectively, of
extract in the disks. Negative controls were prepared
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using the same solvent employed to dissolve the
samples (Methanol/water (80:20, v/v)). Standard
reference antibiotics, gentamycin (15 pg), chlor-
amphenicol (30 pg) and ofloxacin (5 ug) were used
as positive controls for the tested bacteria. After
incubation for 18-24 hours at 37 °C the diameters
of the zone of inhibition (without diameter of the
disc) were measured and expressed in mm. The pres-
ence of a zone of inhibition indicates the activity of
tested extracts against bacteria.

Minimum inhibitory concentrations (MICs) were
also investigated for the bacterial strains which were
determined as sensitive to the compounds in the
disc diffusion assay; the minimum inhibitory con-
centration (MIC) for each extract tested was deter-
mined using the agar dilution technique (Tungel and
Nergiz, 1993). Appropriate amounts of each extract
were aseptically added to the super-cooled ster-
ile Mueller-Hinton to give final concentrations of
0.3,0.4,0.5,0.6,0.7,0.8,0.9,1,1.2,1.4, 1.6, 1.8 and
2 mg-mL-!. Approximately 103 CFU mL™! of each
culture were inoculated as a spot onto the Mueller—
Hinton containing the desired extract using a 1 uL
calibrated loop and the plates were incubated at
37 °C for 48 h. The minimum concentration with-
out bacterial growth was determined to be the MIC.

2.10. Statistical analysis

The data reported were subjected to analysis of
variance using the Statistica 5.5 package (StatSoft
97 edition). Where statistical differences were noted,
differences among packages were determined using
the ANOVA/MANOVA following the Newman-
Keuls test. Significance was defined at p<0.05.

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Quality Indexes

For the majority of the oils analyzed, the mean
values of the quality parameter (acidity, perox-
ide index, and specific ultraviolet absorbance) fell
within the ranges allowed by the IOC norms (2003)
for the extra-virgin olive oil category (free acidity
< 0.8%, peroxide value <20 meq-kg-', K, <0.22 and
K,,,£2.50).

The peroxide value and acidity of the studied oil
were in the ranges of 3.25-8.75 meq-kg—'and 0.05—
0.23 (% oleic acid), respectively. K,/ was between

0.107 and 0.206 and K,,, was in the range of 1.155
to 2.461.

3.2. Total phenols and O-diphenols

As shown in Table 1, the amount of total phe-
nols and O-diphenols in the analyzed oils varies
significantly (p<0.05) among the different cultivars.
The results show that the amounts of total phenols

and O-diphenols are highly variety-dependent. The
average folin-ciocalteun content of total phenols in
the samples analyzed was 218.66 mg-kg™!, although
a wide range of concentrations was observed,
from 115 mg/kg (Chemlal Tazmalt variety) up to
420.95 mg-kg™! (Neb Djemel variety). The extract
from the Neb Djemel variety had the highest con-
tents of phenols and O-diphenols (420.95 and
29.67 mg'kg™!, respectively), whereas, the extracts
from the Chemlal Tazmalt variety (115.73 and 7.54
mg-kg!, respectively) and Limli variety (123.43 and
5.68 mg-kg™!, respectively) had the lowest (Table 1).
Our results are higher than those found by Taniglan
et al. (2007) for several Turkish olive oil varieties.
A significant positive correlation between total phe-
nol and O-diphenol contents was observed (r=0.88,
p<0.05). These results are in accordance with the
correlation coefficient reported by Cerretani et al.
(20006).

3.3. HPLC profiles of phenols

According to the classification of Montedoro
et al. (1992), the total phenol contents determined
by HPLC (Table 2) can be classified as high for Neb
Djemel, Blanquette de Guelma and Bouricha, mid-
range for Akerma, Chemlal, Chemlal de Tazmalt,
Ferkani, Limli and Tabelout and low for Aghenfas
and Bouchouk Soummam.

The identified phenolic compounds are mainly
secoiridoid derivatives, phenolic alcohols, flavo-
noids, and lignans. The main simple phenols found
in the analyzed olive oils were hydroxytyrosol and
tyrosol. The concentration of tyrosol varied from
2 to 28 mg-kg™! in all analyzed samples, which was
higher than that of hydroxytyrosol (0.5-5 mg-kg™).
These results agree with previous data found in

TaBLE 1. Total phenols and O-diphenols (mean+SD, n=3)
in different Algerian varieties of virgin olive oil

Total phenols  O-diphenols

Varieties (mg-kg-1) (mg-kg—1)
Aghenfas 161.78+6.25¢ 13.15%0.00¢
Akerma 130.93£7.68° 10.07£0.00°
Blanquette de Guelma 365.25+8.41° 23.37%£0.59¢
Bouchouk Soummam 152.17 £ 7.24¢  10.92£0.00°
Bouricha 369.79+6.88" 15.65+0.86°
Chemlal 234.38+6.43¢  15.49%0.18¢
Chemlal Tazmalt 115.7324.36*  7.54%0.00°

Ferkani 243.23+2.87¢ 19.30£0.00"
Limli 123.43£0.79*  5.68%0.00¢

Neb Djemel 420.95£2.03¢  29.67+0.73"
Tabelout 239.79£1.69° 19.36+0.97"

~hMeans the column followed by different letters are significantly
different (P<0.05).
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Tunisian varieties (Haddada et al., 2008) and
Spanish and Greek varieties grown in northern
Tunisia (Allalout et al., 2009). Tyrosol was the main
phenolic component present in the Blanquette de
Guelma variety, with 28 mg-kg™' (Table 2).

The most abundant secoiridoids of the olive oil
analyzed were secoiridoid derivatives of oleuropein
and ligstroside; these results agree with previous
data found for Spanish varieties (Brenes et al., 2000;
Oliveras-Lopez et al., 2007). The content of oleuro-
pein and ligstroside derivatives ranged from 50 to
26 mg-kg™ in Aghenfas oils to 276 and 173 mg-kg™
in Neb Djemel oils, respectively.

The amount of derivatives of oleuropein in all
the analyzed samples was higher than that of the
derivatives of ligstroside except for the Akerma,
Limli and Tabelout varieties which showed higher
contents of the derivatives of ligstroside (44, 62 and
124 mg-kg™!, respectively). Arslan, (2012) noted that
oleuropein was the most abundant phenolic in the
olive oil of Turkish varieties.

Flavonoids are present in considerable amounts
with concentrations varying from 10 mg-kg™' for the
Limli variety to 44 mg-kg™ for the Aghenfas vari-
ety. These results were higher than those reported
by Ilyasoglu ez al. (2010). The main flavonoid com-
pounds quantified in our study were luteolin and
apigenin. Considerable quantitative differences in
their concentrations among the different variet-
ies were noted. The luteolin amount ranged from
6 mg-kg™! for the Taubelout variety to 38 mg-kg™! for
the Akerma variety. Apigenin was present at a high
level in the Chemlal Tazmalt variety (14 mgkg™)
compared to the others.

Lignans were also present in significant amounts
in all the analyzed samples at concentrations rang-
ing from 12 mgkg! in the Bouchouk Soummam
variety to 51 mg kg in the Bouricha variety.
Although the variety Neb Djemel showed a high
level of total polyphenols (537 mg kg™'), it contains
only 21 mg-kg™ of lignans, on the other hand, the
Chemlal Tazmalt variety, which is less rich in total
polyphenols (257 mg-kg™') showed a high content of
lignans (41 mg-kg™).

Lignans are the main component of the phenolic
fraction of the olive seed and are practically absent
in the pulp, leaves, and limbs, therefore their pres-
ence in the oil must be due to the breaking of the
stones when the olives are crushed (Owen et al.,
2000).

The presence of elenolic acid in olive oil in its
free form is due to the hydrolysis of oleuropein,
ligstroside, and related glucosidic compounds. The
Neb Djemel variety was distinguished by a high con-
centration of elenolic acid (68.4 mg kg™!), the lowest
value was noted for the Blanquette de Guelma vari-
ety (13.3 mg-kg™"). This compound was found at a
low concentration compared to the varieties culti-
vated in Chile and Spain (Garcia-Gonzalez et al.,
2010) which did exceed 115 mg-kg™'.

Recently, an interest in the oxidized form of
virgin olive oil phenols has significantly increased,
especially in relation to determination of freshness/
ageing status (Rovellini and Cortesi, 2002). The
ratio between oxidized and natural forms is the
key for a good quality judgment (Rovellini, 2008).
A high amount of oxidized phenols was noted in the
Chemlal Tazmalt variety (67 mg-kg™).

TaBLE 2. Phenolic compounds composition obtained from Algerian virgin olive oil (mg-kg™), by HPLC analysis

Blanquette Bouchouk

Chemlal Neb

Aghenfas Akerma de Guelma Soummam Bouricha Chemlal Tazmalt Ferkani Limli Djemel Tabelout

Oleuropein

derivatives 50 36 203 82
Ligstroside

derivatives 26 44 115 32
Hydroxytyrosol 0.5 0.9 5

Tyrosol 3 4 28

Total Flavonoids 44 49 18 41
Apigenin 12 11 6 12
Luteolin 32 38 12 29
Lignans 16 38 33 12
Natural Elenolic

acid 33.6 27.2 13.3 23.2
Oxidized elenolic

acid 0.20 0.12 0.11 0.02
Phenols oxidized 14 15 51 18
Total phenols

(HPLC) 169 207 430 197

235 133 61 119 60 276 120
150 101 50 91 62 173 124
5 3 2 1 3 4 4
26 3 3 4 26 5 11
25 23 34 14 10 33 13
7 8 14 4 3 13 7

18 15 20 10 7 20
51 38 41 42 25 21 29

58.3 242 29.9 429 347 684 27.7

0.09 0.05 00 0.02 0.07 0.02 0.20
55 54 67 13 42 19 22
522 354 257 287 208 537 316
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The concentration of oxidized elenolic was very
low in all varieties and was completely absent in the
Chemlal Tazmalt variety, the highest values were
noted for the Aghenfas, Tabelout varieties.

3.4. Antioxidant activity
3.4.1. DPPH assay

The results of DPPH radical-scavenging activi-
ties (Table 3) showed significant differences (p <0.05)
among the varieties. The Blanquette de Guelma
variety exhibited the best DPPH scavenging activ-
ity (72.20%). The extracts of Limli, Akerma and
Chemlal Tazmalt oils recorded the lowest percent-
ages (39.96, 38.20 and 36.57% respectively). These
values were similar to those reported by Nakbi et al.
(2010) for Tunisian cultivars (78.56 and 37.23% for
Chetoui and Chemlali varieties, respectively).

A significant correlation (p<0.05) is noted
between DPPH radical-scavenging activity and
phenolic compound content (r=0.72, p<0.05) and
O-diphenols (r=0.67, p <0.05). These coefficients
are in agreement with the report by Samaniego-
Sanchez er al (2007) with the coefficient r=0.79
(p<0.05) between total polyphenol and DPPH
radical-scavenging activity.

The different radical-scavenging activities of our
extracts might depend on the composition and pro-
file of phenolic compounds among the varieties,
particularly O-diphenols. The oleuropein deriva-
tives were the main compounds found in eight vari-
eties. Their antioxidant properties can be related to
hydrogen donation and their ability to improve radi-
cal stability by forming an intra-molecular hydrogen
bond between the free hydrogen of their phenoxyl
radicals. The presence of a second hydroxyl group
at the ortho-position significantly enhances their
ability to act as an antioxidant as measured by the
DPPH radical test.

On the other hand, the minor compounds pres-
ent in the extracts such as flavonoids can control this
activity, in fact, Bouchouk Soummam and Aghenfas
have higher activity (61.77 and 60.15%) than the
Ferkani (57.84%) and Tabelout (49.34%) variet-
ies, despite their high total phenolic contents. This
higher activity could be explained by the concen-
trations of flavonoids, in fact, Bouchouk Soummam
and Aghenfas varieties presented higher flavonoid
contents and contain 41 and 44 mgkg!, respec-
tively, corresponding to 26.03 and 23.71% of the
total polyphenols, while the Ferkani and Tabelout
varieties contain 13 and 14 mg-kg!, respectively,
corresponding to 4.87 and 4.11% of the total poly-
phenols. The abilities of the flavonoids to scavenge
the radicals were related the presence of functional
groups in their structure, mainly the B-ring catechol,
the 2,3-double bond conjugated with the 4-oxo func-
tion. Luteolin represents 72.7 and 70.7% of total

flavonoids in extracts from Aghenfas and Bouchouk
Soummam, respectively; this compound with two
hydroxyl in the B-ring is several times stronger than
apigenin (Majewska et al., 2011).

3.4.2. ABTS." assay

All the samples tested were able to scavenge the
ABTS* radical cation. Table 3 shows that the results
were statistically different among the olive oil variet-
ies (p<0.05). The results are also expressed as IC,,
(Table 3), representing the concentration needed to
decrease the initial ABTS* concentration by 50%,
a smaller IC, value corresponds to a higher anti-
oxidant activity of the extracted olive oil.

The best ABTS* scavenging activity was shown
by the extract from the Bouricha variety (73.38%) fol-
lowed by the Blanquette de Guelma variety (66.73%).
They exhibited the lowest IC, values (0.12 mg-mL""'
and 0.18 mg'mL™! respectiveiy), corresponding to a
higher efficiency of the oil extracts to neutralize the
radical ABTS*; whereas extracts from the Limli,
Akerma and Chemlal Tazmalt varieties showed
a lower ABTS* scavenging activity (46.25, 46.19
and 45.25%) and higher IC_ values (0.33, 0.42,
0.37 mg-kg™). A significant correlation between the
polyphenol contents and the ABTS* scavenging
ability (r =0.72, p <0.05) was found. This coefficient
is very close to that noted by Minioti and Georgiou
(2010). Despite its high content of phenolic com-
pounds, the Neb Djemel variety presented a lower
antioxidant activity of 61.20% (IC_, = 0.25 mg-mL"")
compared with other varieties such as Bouricha and

TaBLE 3. Scavenging activity of different extracts Algerian
olive oils determined by DPPH and ABTS." methods

Scavenging activity

ABTS.*
Varieties DPPH (%) ABTS.* (%) IC50 (mg mL-1)
Aghenfas 60.17£2.77¢«¢  58.33%1.61° 0.280+0.010¢
Akerma 38.20+1.01*  46.19%£0.64* 0.420+0.010¢
Blanquette de
Guelma 72.2012.19¢  66.73£1.54¢ 0.180+0.010°
Bouchouk
Soummam 61.77£0.92¢  59.96+1.03° 0.270+0.007¢
Bouricha 64.61+2.27¢  73.38%0.16° 0.12+0.017*
Chemlal 62.5310.42%  60.23+£0.22°  0.260£0.006%
Chemlal
Tazmalt 36.57£1.71*  45.25+1.66* 0.370+0.011f
Ferkani 57.84%£1.23¢  57.64+0.03¢  0.300+0.005
Limli 39.96+1.79*  46.25+1.05*  0.330£0.005¢
Neb Djemel  63.37+0.45%  61.21+1.64° 0.250£0.002¢
Tabelout 49.34+1.71>  49.82+£1.48> 0.320%0.005¢

aTMeans the column followed by different letters are significantly
different (P<0.05). (mean+SD, n=3).
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TaBLE 4. Antibacterial activity (Inhibition zone diameter (mm)) of Algerian olive oil extracts against each bacterial species.

Micro-organism Inhibition zone diameter (mm)*

Concentrations
Varieties (mg-disc™) S. aureus B. subtilis L. innocua E. coli P. aeruginosa K. pneumoniae
Aghenfas 1 19.00£0.00» 4.00+1.00¢ - - - -
0.5 17.66£0.57™ 2.66%0.57¢ - - - -
0.25 15.00£0.004 - - - - -
0.12 13.00£0.00"7 - - - - -
Akerma 1 18.00£0.00r 03.00£0.00«¢ - - - -
0.5 17.33£1.15™ 01.00£0.00® - - - -
0.25 14.33£1.15¢ - - - - -
0.12 11.00%1,00% - - - - -
Blanquette 1 21.33£0.574 06.33£0.574 2.33£0.57*  02.00%£1.00® - 04.00%1.00°
de Guelma 0.5 17.33£0.57™n 05.33%£0.57" - 00.66%0.57° - 03.33%£0.57°
0.25 13.00£0.00"7 04.00£0.004 - - - 02.66%0.57°
0.12 08.33%0.57¢ 01.00£0.00? - - - 00.66£0.57°
Bouchouk 1 10.33£0.57" 04.00£0.004 - - - -
Soummam 0.5 08.33£0.57¢ 02.33£0.57% - - - -
0.25 05.00£0.00¢ 01.00£0.00® - - - -
0.12 02.00£0.00* - - - - -
Bouricha 1 26.00+0,00° 11.00£0.81'  09.66%0.47¢ 08.66+0.944 09.00£0.00¢  10.66+0.47¢
0.5 22.66+0.47 10.33£0.94"  09.00£0.81*  07.66%0.94¢ 07.66+0.47¢  08.00+0.81¢
0.25 20.33£0.474 09.33£0.47¢  08.00£0.81*  07.00%0,00¢ 07.00£0.00>  07.00%0.00«
0.12 17.00£0.00™" 08.66+0.47%  07.33+0.47° 06.00%0.81° 06.00£0.00*  06.00£0.00°
Chemlal 1 16.00£0,00™ 06.00£0.002 - - - -
0.5 12.00£1.00¢! 04.33£0.57¢ - - - -
0.25 09.66%0,57" 02.00£0.00:* - - - -
0.12 07.33£0.57¢ 01.00£0.00* - - - -
Chemlal 1 04.33+£0.57¢ - - - - -
Tazmalt 0.5 03.00%0.00° - - - - -
0.25 01.00£0.00? - - - - -
0.12 - - - - - -
1 14.66£0.57* 06.66+0.57" - - - -
Ferkani 0.5 09.66%0.57" 04.66%0.57 - - - -
0.25 04.66£0.57¢ 02.00£0.00® - - - -
0.12 02.66%0.57° 01.00£0.00° - — - -
1 12.66%0.57" 2.33%£00.57% - - - -
Limli 0.5 07.66%0.57¢ 01.00£0.00® - - - -
0.25 05.66+0.57¢ - - - - -
0.12 02.66%0.57° - - - - -
1 19.00£0.00» 08.66%0.57! - - - -
Neb Djemel 0.5 17.33£0.57™n 06.66+0.57" - - - -
0.25 14.00%1.001k 04.00£0.004 - - - -
0.12 10.00£1.00° 02.00£0.00:* - - - -
1 05.00£0.00¢ - - - - -
Tabelout 0.5 03.00£1.00° - - - - -
0.25 01.66£0.57* - - - - -
0.12 - - - - - -

Means (meantDS, n=3) with the same letter in the same column are not significantly different. Diameter of zone of inhibition (mm)

not including diameter of 6 mm disc;. — No inhibitory effects.
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Blanquette de Guelma. This could be explained by
a higher content of free hydroxtyrosol and lignans
of these two varieties. Literature data attests that
hydroxytyrosol shows a high antioxidant activ-
ity (Lavelli, 2002). Regarding lignans’ antioxidant
power, Owen et al. (2000) showed the existence of
a clear correlation between the radical scavenging
ability of a virgin olive oil phenolic extract and the
lignan concentration. The antioxidant activity of
(+)-pinoresinol was more prominent that the activ-
ity of the following compounds: ligstroside aglycon,
tyrosol, elenolic acid (Carrasco-Pancorbo et al.,
2005).

3.5. Antibacterial Activity

The different olive oils extracts at different con-
centrations (0.12, 0.25, 0.5 and 1 mg-disc™') were
screened for their antimicrobial activity against B.
subtilis, S. aureus and L. innocua (Gram-positive),
E. coli, P aeruginosa, and K. pneumoniae (Gram-
negative) following the agar diffusion method
(Table 4). The minimal inhibitory concentration
(MIC) values for bacteria (Table 5) were determined.
Standard antibiotics (Gentamycin, Chloramphenicol
and Ofloxacine) were used, and are also mentioned
in Table 6. The solvents used for extraction were also
used for dissolving the extracts, and all the solvent
controls did not show any activity (data not shown).

As shown in Table 4, the results of the in-vitro
antimicrobial activity assay showed that the phe-
nolic extracts from the Bouricha and Blanquette
de Guelma varieties possessed broad antibacterial
activity against the microorganisms tested. The zone
of inhibition varied from 6 to 26 mm and from 0.6 to
21 mm, respectively. The extracts from the Chemlal
Tazmalt and Tabelout varieties only showed activity
against S. aureus. Whereas the others eight extracts
displayed a moderate activity against S. aureus and
B. subtilis. Our results are in concordance with those
reported by Medina et al. (2006) who observed
higher activity in virgin olive oils and none in other
edible vegetable oils (corn, sunflower, soybean,
rapeseed and cotton). The authors attributed this
activity of olive oil to the phenolic compounds; the
dialdehidic form of decarboxymethyl oleuropein
and ligstroside aglycons, hydroxytyrosol, and tyro-
sol were the phenolic compounds that statistically

correlated with bacterial survival. A recent study
by Karaosmanoglu et al. (2010) showed different
antimicrobial activities among extra virgin olive
oil, refined olive oil and canola oil against three
microorganisms (E. coli, S. enteritidis and L. mono-
cytogenes). This activity was also related to the high
concentrations of phenolic compounds found in
virgin olive oils. The oil contained many phenolic
compounds; an increase in their overall effect can be
related to a synergistic interaction.

The effect of each individual phenolic compound,
isolated by HPLC, against L. monocytogenes, showed
that the dialdehydic form of decarboxy methy-
ligstroside presented a potent antimicrobial activity.
These results are in agreement with ours because the
Algerian olive oil varieties presented high percent-
ages of oleuropein and ligtroside derivatives.

Gentamycine, chloramphenicol and ofloxacine,
which were used as a positive control, had inhibition
zones ranging from 28 to 38 mm. S. aureus, with
high sensitivity to some extracts, was also sensitive
to antibiotics at a concentration much lower than
methanolic extracts.

The MICs reported in Table 6 show quantita-
tive evidence of the antimicrobial activity of differ-
ent extracts the olive oil varieties. The MICs of the
extracts varied from 0.6 to 2 mg'-mL™! on most of
the tested bacteria. In fact, the growth of S.aureus
was significantly inhibited (0.6-1.6 mg-mL™). The
lowest MIC value (0.6 mg-mL™") was observed for
the extract from Bouricha on S.aureus. These values
of MIC are higher than those reported by Pereira
et al. (2006) for the phenolic compound extract from
Portuguese table olives. Nevertheless, they are in
accordance with the results reported by Tungel and
Nergis (1993) on the MIC of ferulic, vanillic, and
caffeic acids and tyrosol against S. aureus, which
were determined as 0.6, 0.55, 0.4 and 0.6 mg.mL"!,
respectively, by the agar dilution method.

The MICs of phenolic compounds that inhibit
bacterial growth are much higher than those found
in olive oils. In the study by Bisignano et al. (1999),
minimum inhibitory concentrations of hydroxy-
tyrosol against Staphylococcus aureus (penicillin
susceptible) and Staphylococcus aureus (penicillin-
resistant) were determined; they ranged from 3.9-
31.25 ug.mL™" and 3.9-31.25 pg.mL"!, respectively.
These concentrations of this phenolic compound

TaABLE 5. Antibacterial activity (Inhibition zone diameter) of antibiotics against each bacterial species.

Microorganisms Inhibition zone diameter (mm)*

Concentrations
(ng-disc™) S. aureus B. subtilis L. innocua E. coli P. aeruginosa K. pneumoniae
Gentamycin 15 30.7£1.2 34.0+0.0 26.7t1.2 28.7£1.2 26.0£0.0 -
Chloramphenicol 30 30.7£1.2 34.7£1.2 31.311.2 34.7£1.2 22.7+1.2 -
Ofloxacin 5 32.0+0.0 36.71.2 38.0+0.0 - 38.0+2.0 30.0+0,0

Diameter of zone of inhibition (mm) including diameter of 6 mm disc; —: No inhibitory effects (mean*SD, n=3).
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TaABLE 6.  Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of different extracts of Algerian olive oils against Each

Bacterial Species

MIC mg-mL™"!
S. aureus  B.subtilis L.innocua Paeruginosa E.coli K. pneumoniae
Aghenfas 0.9 1.3 NT NT NT NT
Akerma 0.9 1.4 NT NT NT NT
Blanquette de Guelma 0.7 1.2 1.8 NT 1.8 >2
Bouchouk Soummam 1.2 2 NT NT NT NT
Bouricha 0.6 1.2 1.6 1/1.1 1.8 >2
Chemlal 1.2 1.2 NT NT NT NT
Chemlal Tazmalt 1.6 NT NT NT NT NT
Ferkani 1 1.2 NT NT NT NT
Limli 1.2 1.8 NT NT NT NT
Neb Djemel 0.9 1.2 NT NT NT NT
Tabelout 1.6 NT NT NT NT NT
NT= Not tested
are about 1000 times higher than the levels of those 4. CONCLUSIONS

in extra virgin olive oil, EVOO.

Among the bacteria used in the present study,
S. aureus (Gram-positive) showed a higher sen-
sitivity to different extracts with the largest zone
of inhibition and lowest MIC (Tables 4 and 6).
This was consistent with the results from previous
reports, which suggested a higher susceptibility of
food-borne pathogenic Gram-positive bacteria to
polyphenols compared with Gram-negative bac-
teria (Brenes et al., 2006). This observation can
be attributed to differences in the structure of the
bacteria cell wall. The less complex the structure of
the cell wall is in the Gram-positive bacteria, the
more permeable it is to anti-microbial compounds
(Papadopoulou et al., 2005).

Although the anti-microbial effects of various
phenolic extracts are well documented, the mecha-
nisms of action of these products and their com-
ponents are not fully understood. Polyphenols are
thought to cause surface activity that damages the
membranes of bacterial cells, to inhibit its enzymes,
or to interfere with the production of certain amino
acids necessary for bacterial growth (Cowan, 1999).
Antibacterial activity of olive oil’s phenolic com-
poundsis due to the presence of the ortho-diphenolic
system (catechol) (Bisignano et al., 1999). Therefore,
the position and number of hydroxyl groups on the
phenol group are thought to be related to their rela-
tive toxicity to microorganisms, with evidence that
increasing hydroxylation results in an increase in
anti-microbial activity. Oleuropein was significantly
less toxic to bacterial cells than hydroxytyrosol; one
can speculate that the glycosidic group of oleuro-
pein might render the unable to penetrate cell mem-
branes or to reach the target site.

The phenolic composition represents a useful
contribution to the biochemical characterization
of the Algerian olive oil cultivars. Derivatives of
oleuropein and ligstroside, the abundant phenolic
compounds hydroxytyrosol, tyrosol, flavonoids, and
lignans vary quantitatively according to the variety;
in fact, the cultivar affects quantitative phenolic fac-
tions of these EVOOS, demonstrating a unique and
characteristic phenolic profile. These phenolic frac-
tions also influenced and allowed to differentiate the
total antioxidant and antibacterial activity observed
in the cultivars.

The results obtained in the present work reveal
that Algerian olive oils may constitute a good source
of healthy compounds in the diet, especially phe-
nolic compounds, suggesting that their consump-
tion could be useful in the prevention of diseases
in which free radicals are implicated and may be
good candidates for applications such as antimicro-
bial agents against bacteria responsible for human
gastro-intestinal and respiratory tract infections
and foodborne pathogens, particularly important
against S. aureus, a microorganism extensively stud-
ied due to its ability to produce enterotoxins. As far
as we know, this is the first report considering the
antioxidant and anti-microbial potential of phenolic
compounds in EVOO from Algeria.
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RESUME

Le premier aspect traité dans ce travail consiste a déterminer I’évolution des composés phénoliques de
I’huile d’olive vierge durant le processus de maturation des olives par méthode colorimétrique et par
HPLC. Quatre variétés (Boughenfous, Blanquette de Guelma, Chemlal et Takesrit) ont été étudiées.
Les résultats obtenus montrent que la maturation et la variété sont deux facteurs qui influencent
significativement la quantité et la qualité des composés phénoliques de 1’huile d’olive. Au cours de la
maturation, toutes les variétés ont enregistré une diminution de la fraction phénolique et qui varie en
fonction de la variété. Chemlal a enregistré la plus basse diminution. Le deuxiéme volet de cette étude
concerne la caractérisation du profil en composés phénoliques par HPLC d’une dizaine de variétés de
I’huile d’olive vierge (Aghenfas, Akerma, Blanquette de Guelma, Bouchouk Soummam, Bouricha,
Chemlal, Chemlal Tazmalt, Ferkani, Limli, Neb Djemel et Tabelout) et la détermination de I’activité
antioxydante et antibactérienne des extraits méthanoliques des huiles. Les résultats montrent que la
variété Neb Djemel se distingue par les teneurs les plus élevées en polyphénols et ortho-diphénols
suivie des variétés Bouricha et Blanquette de Guelma. L’analyse par HPLC de la composition en
polyphénols des échantillons d’huiles d’olive nous révéle une composition qualitative similaire en
composés phénoliques individuels, mais différente d’un point de vue quantitatif, ce qui nous a permet
de faire une distinction variétale. Les variétés Bouricha et Blanquette de Guelma se montrent trés
performantes avec une bonne activité réductrice, les meilleurs pouvoirs antiradicalaires (DPPH,
ABTS™) des extraits phénoliques et les plus faibles ICs du radical ABTS™. L’évaluation de I’activité
antibactérienne des extraits méthanoliques des huiles d’olive révéle encore que les variétés Bouricha et
Blanquette de Guelma sont les plus actives sur toutes les souches bactériennes testées. Les extraits des
huiles étudiées présentent une activité antibactérienne, particuliécrement, intéressante contre
Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis avec des diamétres de zone d’inhibition les plus élevés et
des (CMI) et (CMB) les plus faibles. Les résultats de ce travail montrent clairement que 1’huile
d’olive vierge algérienne est une source de composés phénoliques doués d’activité antioxydante et
antibactérienne.

Mots clés : Huile d’olive, composés phénoliques, HPLC, variété, maturation, activité¢ antioxydante,
activité antibactérienne.
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