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RESUME

L’huile d’argan est extraite des fruits d’Argania spinosa, qui est un arbre
fruitier forestier xérophile avec un statut d’endémisme Algéro-marocain. Il constitut
une source a usages multiples qui excite depuis longtemps la curiosité des
chercheurs. Dans lintention de participer au développement de cette essence
naturelle d’intérét économique et nutritionnel, nous avons réalisé cette modeste
étude. Pour cela, nous avons réalisé la caractérisation physico-chimique de I'huile
de l'arganier de Tindouf extraite traditionnellement, [I'identification de sa

composition chimique et I'étude de quelques activités biologiques.

L’analyse physico-chimique nous permet de classer l'huile d’argan de
Tindouf, comme une huile « vierge » courante selon la norme marocaine de

classification.

L’utilisation de technique fines telles que la chromatographie gazeuse
couplée a la spectrophotométrie de masse (GC-MS), la chromatographie en
phase gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme (CPG-FID) nous
ont permis de révéler la richesse de la fraction insaponifiable en acides gras
insaturés (environ 80%), majoritairement les acides oléiques et linoléiques suivis
par les acides gras saturés (environ 20%). La chromatographie a phase liquide a
haute performance (HPLC) a révélé qu’elle est composée de triglycérides (TG)
répartis en cinq TG majeurs : OOL (15,78 %), LLO (14,55 %), SLL (11,95 %),
POO (11,20 %) et OO0 (11,04%).

La fraction insaponifiable constitue environ (1%) de la matiére grasse de I'huile
d’argan. La chromatographie a phase liquide a haute performance (HPLC) a
contribué a déterminer un taux en tocophérols de 750,52 mg/kg d'huile ; nous
avons pu identifier et quantifier trois isomeres : Le y-tocophérol (640,79 mg/kg
d'huile), a-tocophérol (75,23 mg/kg d'huile) et le &-tocophérol (34,49 mg/kg
d'huile). L’évaluation par dosage colorimétrique des polyphénols donne une valeur
égale a 0,510 mg EAG/qg .



L’activité antimicrobienne de I'huile d’argan étudiée, réalisée sur des
bactéries et levures, montre que I'huile n’influence pas leur croissance, d’ou

I'absence de I'effet inhibiteur.

L’huile d’argan extraite traditionnellement présente, in vitro, une légére
activité de piégeage du radical libre DPPH. Les valeurs de la IC 50 enregistrées
sont égales a 64.136 + 0.341 mg/ml et 0,120 + 00 mg/ml pour 'huile d’argan et

I’acide ascorbique respectivement.

Mots clés: Argania spinosa, huile d’argan, activité antimicrobienne, activité de

piégeage du radical libre DPPH.



ABSTRACT

The argan oil is extracted from the fruits of Argania spinosa, which is a
xerothermophilic forest fruit tree with Algerian-Moroccan endemism status. It
constitutes a multi-use source which has long excited the curiosity of researchers.
With the intention of participating in the development of this natural essence of
economic and nutritional interest, we carried out this modest study. For this, we
carried out the physicochemical characterization of the traditionally extracted
Tindouf argan oil, the identification of its chemical composition and the study of
some biological activities

The physicochemical analysis allows us to classify Tindouf argan oil as a

common “virgin” oil according to the Moroccan classification standard.

The use of fine techniques such as gas chromatography coupled with mass
spectrophotometry (GC-MS), gas chromatography coupled with a flame ionization
detector (CPG-FID) allowed us to reveal the richness of the unsaponifiable
fraction in unsaturated fatty acids (around 80%), mainly oleic and linoleic acids
followed by saturated fatty acids (around 20%). High-performance liquid
chromatography (HPLC) revealed that it is composed of triglycerides (TG) divided
into five major TG: OOL (15.78%), LLO (14.55%), SLL (11.95%). %), OOP
(11.20%) and OOO (11.04%).

The unsaponifiable fraction constitutes approximately (1%) of the fat in
argan oil. High-performance liquid chromatography (HPLC) helped determine a
tocopherol level of 750.52 mg/kg of oil; we were able to identify and quantify three
isomers: y-tocopherol (640.79 mg/kg of oil), a-tocopherol (75.23 mg/kg of oil) and
o-tocopherol (34.49 mg/ kg of oil). Evaluation by colorimetric determination of

polyphenols gives a value equal to 0.510 mg EAG/g.

The antimicrobial activity of the argan oil studied, carried out on bacteria
and yeasts, shows that the oil does not influence their growth, hence the absence

of the inhibitory effect.



Traditionally extracted argan oil presents, in vitro, a slight DPPH free radical
scavenging activity. The IC 50 values recorded are equal to 64.136 + 0.341 mg/ml
and 0.120 + 00 mg/ml for argan oil and ascorbic acid respectively.

Keywords: Argania spinosa, argan oil, antimicrobial activity, DPPH free radical

scavenging activity.
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INTRODUCTION

Les ressources naturelles qui approvisionnent les matiéres premieres
essentielles pour la pharmacologie et l'industrie cosmétique et agro-alimentaire
commencent a stimuler le monde entier [1] . Parmi ces ressources, la famille
diversifiée des huiles végétales issues des fruits ou de graines oléagineuses. Ces
huiles occupent une place cruciale a la faveur de leurs riches compositions
chimiques qui présentent des propriétés nutraceutiques, biologiques et
thérapeutiques appréciables [2,3].

La chimie écologique qui cherche a promouvoir une approche durable et
renouvelable donne une grande importance aux huiles végétales. Parmi ces huiles
récemment trop demandées, I'huile d’argan, extraite des amandes de fruits
d’Argania spinosa, qui est exploitte en cosmétologie et a été également

traditionnellement utilisée comme huile culinaire [4].

Argania spinosa (L.) Skeels est un arbre endémique du Maroc et du sud-
ouest algérien (région de Hamada de Tindouf), représentant de la famille des
Sapotaceae. C’est une espéce qui pousse dans les zones arides et semi-arides,
tres résistante a la sécheresse et a la chaleur. Cet arbre forestier, fruitier et
fourrager constitue une source de richesse naturelle a multi-usage ou il joue un
réle environnemental capital et un rdle socio-économique cruciale surtout au
Maroc dont il forme une couverture végétale naturelle tres importante [5,6]. Cette
essence botanique présente en Algérie une aire de répartition qui ne cesse
d’augmenter, aprés avoir eu des reculs, grace aux efforts fournis par les

spécialistes ainsi que le service de conservation des foréts.

La richesse de la composition chimique de cette huile précieuse pourvue
en acides gras mono et poly insaturés (oméga 6 et oméga 9), qui sont des
composés majoritaires. La présence des biomolécules dans sa fraction
insaponifiable, a été et elle est toujours une curiosité scientifique pour les
chercheurs [7, 8]. Ces composés sont connus par leurs vertus cosmétiques et

leurs propriétés nutritionnelles et thérapeutiques remarquables, que ce soit, I'huile
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extraite des amandes non torréfiées dite cosmétique et pour I'huile comestible

extraite des amandes torréfiées [9,8].

L'huile d’argan étant le principal produit de I'arganier qui est considéré
comme une source économique. Ce travail, participe a la valorisation et a la
préservation de I'huile d’argan locale sous exploitée, négligée et méconnue méme

par les autochtones de la région du sud-ouest algérien.

Par le biais de cette étude nous avons ciblé la caractérisation des
parameétres physico-chimiques de [I'huile dargan de Tindouf extraite
traditionnellement, a identifier sa composition chimique et a tester quelques effets

biologiques.

Les difféerentes analyses et testes de ce travail ont été effectués au niveau
du laboratoire de biotechnologies, environnement et santé de l'université de Blida
1, au laboratoire « AGR-130, bioactive compounds, nutrition and health » de
linstitut de la Grasa-CSIC, Séville (Espagne) au centre de recherche scientifique
et technique en analyses physicochimiques (CRAPC), Bou Ismail (Algérie), au
laboratoire d’hygiene de la wilaya de Blida (Algérie) ainsi qu’au sein de laboratoire
de physicochimie du complexe Antibiotical, SAIDAL de Médéa (Algérie) dont les

objectifs sont :

- La caractérisation physico-chimique de l'huile d’argan locale extraite
traditionnellement a fin de la classifiée.

- L’étude biochimique par l'identification des molécules des deux fraction
saponifiable (acides gras et triglycérides) et insaponifiable (tocophérols et
polyphénols) de I'huile d’argan locale extraite traditionnellement, par des
méthodes chromatographiques et colorimétriques.

- L’évaluation de quelques activités biologiques de cette huile extraite
traditionnellement : I'étude de de l'activité antimicrobienne et de l'activité

antiradicalaire.
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CHAPITRE 1: Revue bibliographique

1.1. Généralités sur I'arganier

1.1.1. Historigue

L'arganier est répandu sur une grande partie du Maroc, au quaternaire, il
aurait été refoulé au sud-ouest suite a linvasion glaciaire. Il s'agirait d'un
endémisme d'espece relativement restreint [10, 11]. Selon [12], I'arganier de
Tindouf formait, probablement a I'origine une méme unité écologique avec celle du

Maroc qui couvrait de vastes territoires.

Les premiers écrits sur I'arganier sont ceux de géographes et savants arabes
qui ont étudié I'arganier de la région du Maghreb. En 1219, le célébre médecin
egyptien, lbn-Al-Baytar, dans son ouvrage « Traité des simples » traduit en
francais par le Dr Leclerc en (1877-1883), parle de I'arganier et le décrit comme
un arbre de haute taille, épineux, donnant un fruit du volume d’'une amande,
contenant un noyau d'ou on extrait I'huile pour l'utiliser dans les préparations

alimentaires [13].

Ce n’est qu'en 1737 que la premiere description spécifiqgue dans le genre
Rhammus, sous le nom de Sideroxylon spinosum fut donnée par CARL VON
LINNE a partir seulement de rameaux séchés sans fleurs dans "Hortus

Clifortianus". Cette description veut dire bois de fer (Sideroxylon) [10].

En 1819, ROEM et SHOULT créent le genre Argania, qui appartient a la
famille des Sapotaceae. Ce monotype ne comprend qu’une seule espece,

Argania spinosa [14].

En 1888, Coton isole un principe actif du tourteau du fruit de I'arbre l'identifie
comme un mélange de saponines et l'appelle Arganine. En 1929, Battino
s'intéresse a I'huile d'argan et a dautres produits de l'arganier en particulier
I'Arganine isolée par Coton et a laquelle il préte une action hémolytique in vivo et
in vitro [15].
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En Algérie (Tindouf), l'arganier a été découvert suite a un vceu de
reboisement par la population locale par des espéces autochtones. La population
avait indiqué que des espéces locales existaient, donnaient satisfaction car elles
se reproduisaient sans difficultés. Selon [5], Peltier (1983) avait signalé que
I'arganier existait dans le Sahara occidental algérien entre le Jebel Ouarkziz et la

hamada de Tindouf mais il n’avait pas donné son relevé phytosociologique.

L'Organisation des Nations Unies pour [I'Education, la Science et la
Culture (UNESCO) a déclaré I'arganeraie Réserve de la Biosphére en 1998 et elle
[’a ajouté a la liste de I’héritage mondial [16].

1.1.2. Répartition géographique

Argania spinisa (L.) Skeels arbre endémique du Maroc et du Sud-Ouest

Algérien, constitue une source de richesse naturelle bien connue.

e Au Maroc:
L'arganier couvre une superficie estimée a 800 000 ha (a peu prés 21
millions d’arbres). Il constitue la deuxieme essence forestiere du Maroc, apres le

chéne vert et juste avant le thuya [17].

Son aire géographique principale s’étend entre les embouchures de I'Oued
Tensif (au Nord) jusqu'a celle de 'Oued Soussen (au Sud), soit entre 29° et 32° de
latitude Nord. Ainsi, il évolue dans une grande partie de la plaine du Sousse, sur le
versant sud du Haut Atlas et sur le versant Nord de I'Anti-Atlas (figure 1.1). La

limite sud de la forét d’arganier se situe aux environs de 'Oued Noune [18] .

Deux petites stations sont signalées dans la région Nord-Est Marocaine et
dans le piémont nord-ouest des Béni-Snassen, prés d’Oujda. Ces deux stations,
trés isolées, résulteraient d’'une dispersion assez récente, probablement due a
’lhomme [19].
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Figure 1.1 : Aire de répartition de l'arganier au Maroc [19]

e EnAlgérie

L'arganier Algérien couvre les marges les plus extrémes de son aire de
distribution, dans la partie occidentale du Sahara algérien et la partie Nord de la
wilaya de Tindouf, précisément entre le djebel Ouarkziz et la hamada de Tindouf
comprise entre 28° N et 8° W. [20,21]. L'arganeraie est localisée le long des
berges des oueds et ses affluents (d’'Oued El-ma (cours d'eau principale), Oued
Elghahouane, Oued Bouyaddine, Oued El-khebi, Oued Merkala et Oued Targant).

La distribution des populations d’arganier a été déterminée sur la carte en
trois unités hydro géographiques, selon KECHAIRI, la superficie totale est de
90644 ha. Elle est représentée principalement par trois périmétres, Touaref Bou-
aam avec une superficie de 63590 ha, Merkala avec une superficie de 8764 ha et

Targant avec une superficie 18290 ha [22].

Il existe aussi quelques essaies d’introduction réussis de cet arbre dans de
nombreux endroits du pays comme la région de Stidia (Wilaya de Mostaganem),
de Chlef, de Sig (Mascara) et de I'INA d’El Harrach [23].
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Figure 1.2 : Aire de répartition de I'arganier dans la région de Tindouf (Algérie) [22]

e Dansle monde :

Vu Tlintérét écologique de l'arganier, certains pays l'ont introduit pour
enrichir leur patrimoine forestier, notamment : la Hollonde (1697), I’Angleterre
(1711), la France (1852), les Etats Unis (1927), la Tunisie et la Libye (Golfe de
Syete) [13, 5].

1.1.3. Taxonomie et description botanique

1.1.3.1. Taxonomie

L'arganier est le seul représentant, en Algérie et au Maroc, de la famille
tropicale des Sapotaceae. Dans un premier temps, I'arganier a était dénommé
Sideroxylon spinosum par LINNE (1737). Puis Rocemer et Schultes lui ont donné le
nom d’Argania Sideroxylon du nom berbére et arabe ou argan et le nom de
sideroxylon qui se justifie par un bois extrémement dur. C’est un arbre trés

résistant qui peut vivre de 150 a 200 ans [12].
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Cette essence est connue sous les noms vernaculaires suivants tels que
I'arganier, I'argan et le bois de fer. Sa classification botanique selon I'APG Il [24],
se présente comme suit :

Regne : Plantae

Clade : Angiospermes
Clade : Eudicotylédones
Clade : Rosidées

Ordre : Sapindales
Famille : Sapotaceae
Genre : Argania

Espece : Argania spinosa (L.) Skeels

1.1.3.2. Description botanique

Argania spinosa est un arbre fruitier-forestier oléagineux, épineux d’ou le
nom d’espéce « spinosa », dont la taille peut atteindre 8 a 10 métres de hauteur.
Cet arbre se caractérise par un polymorphisme remarquable qui varie selon les
lieux géographiques, les conditions pédoclimatiques du milieu et les stades de

développement de 'arbre (Figure 1.3).

Figure 1.3 : Aspect général de I’Argania spinosa (originale)
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Le tronc est court et trés vigoureux. L’écorce rugueuse craquelée en « peau
de serpent » (Figure 1.4), permet aux chevres de grimper dans la couronne pour
brouter les feuilles et les fruits [25, 26].

La cime est tres large et étalée, dense et a contours arrondis.

Les tiges sont entrelacées et possedent une ramification qui commence a environ

1 m du sol.

Al = 3"
gL 2

D
e

e

Figure 1.4 : Ecorce de I'arganier [27]

Le bois est tres dur mais ne possede pas de cernes annuels nettement
caractérisés en raison de sa croissance irréguliere, d’ou la difficulté de déterminer

I’age de l'arganier. [27]. Les feuilles vertes alternes sont sub-persistantes.

Ainsi, en cas de grande sécheresse |‘arbre peut perdre transitoirement ses
feuilles. Ces dernieres sont réunies en fascicules, lancéolées ou spatulées
longues de 2 a 3 cm, sombres a la face supérieure et pales sur leurs faces
inférieures. Les feuilles présentent une nervure médiane tres nette et des nervures

latérales tres fines et ramifiées (Figurel.5) [26, 22].
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Figure 1.5 : Feuilles de I'arganier (originale)

Les fleurs jaune-verdatres a blanchatres, pentaméres sont hermaphrodites
[28] (Figure 1.6). Elles éclosent au printemps en petits glomérules, a I'aisselle des
feuilles. Le calice et la corolle gamopétale a lobes imbriqués sont respectivement
constitués de cinq sépales et de cinq pétales. L'androcée est formé de cing
étamines a filets courts. L'ovaire ovoide comprend cing carpelles. Les ovules sont
basilaires ou axiaux, surmontées d’un style conique ne renfermant que 2 ou 3
carpelles uniovulés. L'ovaire velu donne, a maturité, une baie verte de la taille

d’'une grosse olive [29,30].
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Figure 1.6: Fleur de I'arganier [27]

Le fruit est une baie sessile de forme ovale, arrondie ou globuleuse qui
atteint a maturité la grosseur d'une noix de couleur jaune parfois vernis de rouge.
Il est formé d'un péricarpe charnu ou pulpe qui recouvre un noyau, ou sont
incluses les graines généralement soudées. Le noyau central est tres dur,
comprenant 1 a 3 amandes gorgées d'huile (Figure 1.7) [31]. Le fruit entier est
composé de 43% a 50% de pulpe , 50% a 55 % de coque et de 4,4% a 7,1%
d’amande [32].

Figure 1.7 : Parties du Fruit de I'arganier a : fruit mur, b : fruit sec, ¢ : noyau

d : amandon (originale)
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Les racines de l'arganier sont des racines en pivot, magniloides dépourvu
des poils absorbants, trés profondes donnant a I'arbre la capacité de puiser 'eau a
de grandes profondeurs et tracant sur des substrats rocheux ; ce qui permet a
'espéce de s’adapter aux conditions sévéres du milieu (figurel.8). Pour assurer
son alimentation en eau et en sels minéraux, l'arbre profite d’'une relation
symbiotique avec des endomycorhizes a arbuscules appartenant surtout a 'ordre
des Glomales [33,12,34].

Figure 1.8 : Systéme racinaire de I'arganier [35]

1.1.4. Ecologie de I'arganier

L'arganier est un arbre des bioclimats semi-aride chaud a aride chaud,
tempére, voire saharien. C’est une essence xérophile résistante, Il peut en effet
supporter des températures allant jusqu’a 50°C et se contenter d’une pluviométrie
tres faible. Il peut avoir une longévité de 200 ans. L'arganier pousse sur tous les
types de sols, méme les sols salés. On le retrouve sur les schistes, les roches
calcaires et les alluvions. Ainsi I'arganier semble supporter une large gamme de
pH allant de 4.6 a 7.5 [11]. Par ailleurs, il se développe a des altitudes allant du

niveau 0 (niveau de la mer) a 1500 m.
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Grace a son systéme racinaire puissant et profond, I'arganier Contribue au
maintien du sol, entretient sa fertilité, le protége contre I'érosion hydrique et
permet de lutter contre I'avancée du désert ce qui lui confére un réle irremplagable

dans I'équilibre écologique [36,37].

1.1.5. Importance et utilisation de I'arganier

Argania spinosa est un arbre de grande importance dont I'homme et
I'animale bénéficient de la puissance résistance et de la générosité de cet arbre a
usage multiple, chaque partie ou production de I'arbre est utilisable car c’est une
source de revenus ou de nourriture pour l'usager. En méme temps, cet arbre est
tres rustique et se considére comme un rempart contre la désertification dans les

zones pré sahariennes.

1.1.5. 1. Importance environnementale

L'importance environnementale vitale de I'arganier est dans le maintien
de I'équilibre écologique et dans la préservation de la biodiversité. L’arganier
contribue au maintien du sol et permet de lutter contre les effets néfastes des
ruissellements, des pluies occasionnelles et fortes, et des vents violents et
frequents [28,38]. [39,40] évoquent que la présence de l'arganier dans les
bordures des Oueds permet de stabiliser les cours d’eau et de régulariser leurs
eécoulements. De plus, il enrichit le sol par la matiere organique issue de la chute
des feuilles mortes et les péricarpes secs des fruits. Par ailleurs, de nombreux
especes animales, végétales ou microbiennes sont directement liées a sa

présence ce qui favorise la biodiversité dans la région [10, 41].

1.1.5.2. Importance socio-économigue

L'importance socio-économique de I'arganier est remarquable, le fait qu'il
réglemente I'existence d'un grand nombre de la population rurale grace a ses
usages multiples. Il permet ainsi de limiter le phénoméne de I'exode rural [42]
Dans ce cas, I'exemple typique est I'arganeraie marocaine ou elle constitue

I'unique source de vie pour des centaines de milliers d’autochtones [30].
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Cette sublime essence fournie une exploitation rationnelle a travers les

produits qu’elle procure :

> Utilisation du bois :

Le bois résistant et dur de I'arganier « bois de fer » constitue un trés bon
bois combustible parce qu'il est dense et se consume lentement. Il est aussi
apprécié comme matériau de charpente ainsi que pour la fabrication de toutes

sortes d’outils agricoles [27].
» Utilisation de I'huile

L'huile de fruits de I'arganier est extraite des amandes, elle est connue
depuis des siecles par les autochtones, pour son utilisation dans l'alimentation en
raison de son godt agréable ou comme base de produit de beauté pour la peau et
les cheveux. Elle représente économiquement le produit le plus rentable de
’arganier. Cette huile est devenue aussi I'une des huiles comestibles les plus
chéres dans le monde. Elle est encore plus chére comme produit cosmétique et
fait I'objet de plusieurs brevets cosmétiques aux Etats-Unis et en Europe [43,10].

Ce qui classerait cette huile dans la gamme d’aliment de luxe [44].

Au Maroc, en raison de la valorisation des produits de l'arganier et plus
particuliérement I'huile d’argan, plusieurs coopératives féminines ont été créeés
assurant, pour des centaines de milliers d’autochtones, une importante source
de revenus. Ces initiatives sont faites dans le cadre d’'un programme d’appui a
I’'amélioration de la situation de I'emploi de la femme rurale et gestion durable de
’arganeraie [45]. La production d’huile d’argan a été estimée a 4 000 tonnes /an

en moyenne [46].

» Utilisation comme fourrage

L'arganier est trés largement utilisé pour le paturage des troupeaux,
[47]:
- Les feuilles d'arganier sont tres consommeées par les caprins et les
camelins, représentant ainsi la principale ressource fourragére en période
de sécheresse. De plus, sous l'arbre pousse un tapis herbacé ou le cheptel

tire une grande partie de sa nourriture [38].
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- La pulpe des fruits d’arganier constitue un excellent fourrage pour le bétail
dont sa valeur fourragere équivaut a 85kg d'orge pour 100kg de pulpe
[48]. Elle est constituée principalement de 20% de sucres, 13% de
cellulose, 6% de protéines et 2% de matiere grasse vraie [49].

- Le tourteau ou le résidu de l'extraction d’huile peut étre utilisé comme
aliment concentré pour les bovins soumis a I'engraissement car Il est riche

en glucides et en protéines [50].

1.1.5.3. Importance biologigue et diététique

L’huile d'argan, vu sa richesse en plusieurs composés, constitue une
source diététique de grande importance. Ces composés ont des propriétés
antioxydante, antiprolifératives et anti-inflammatoires et des effets contre le cancer

de la prostate [51].

Les feuilles de I'arganier sont aussi utilisées en médecine traditionnelle
pour leurs propretés anti-inflammatoires [52]. Elles sont trés riches en composés
triterpéniques. Les études portées sur la fraction flavonoique ont montré la
présence de la quercitrine, la myricétine et leurs hétérosides. En plus de leur
activité antioxydante, ces deux flavonols présentent des propriétés antifongiques

et antibactériennes remarquables [53].

Les fleurs d’arganier sont utilisées pour les soins du visage [54].

5
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1.2. L’huile d’argan

C’est a partir des graines, qui peuvent contenir deux a trois amandes, que
sera faite I'extraction de I'huile aprés qu’elles soient passées par une série de

traitements [55].

L'huile d’argan peut étre de deux types : huile alimentaire extraite a partir des
amandes préalablement torréfiées pendant quelques minutes ou a usage
cosmétique extraite a partir des amandes non torréfiées [56, 57].

1.2.1 Procédé d’extraction de I'huile

L'huile d’argan est extraite a partir des fruits d’arganier arrivés a maturite.
Les récolteurs battent les arbres pour faire tomber les fruits ou laissent monter
les chévres et les bovidés sur les arbres dont ils mangent les fruits et rejettent les
graines apres de la rumination [58]. Elle est extraite suivant différents procedes,
soit selon la méthode traditionnelle, ou par presse ou en utilisant des solvants

d'extraction.

» Extraction traditionnelle (sera détaillée dans le chapitre matériel et

méthode car concernée par notre protocole expérimental)

Le rendement en huile est faible et demande un travail fastidieux : A
partir de 100 kg de fruits frais et 40 a 50 heures de travail donnent 55 kg de
produit séché dont on retire 25 kg de graines. Ces dernieres donnent 2 a 3 kg
d’amandes dont on extrait 1 a 2 kg d’huile. L’huile ainsi obtenue reste avant
tout un produit d’autoconsommation destiné aux besoins alimentaires. Le méme
procédé (figure 1.9) est appliqué sans que les amandes soient torréfiées, I'huile

qui en résulte est destinée a la cosmétique [42].
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5 — Malaxage 6 — Conditionnement

Figure 1.9 : Les étapes d’extraction artisanale de I'huile d’argan [7]

» Extraction par presse mécanigue

Ce procédé a permis d’introduire la production mécanisée de I'huile d’argan
dans le but d’optimiser le rendement en huile et de réduire en méme temps la
durée de travail nécessaire a l'extraction. Cette méthode d’extraction semi-
artisanale qui ne nécessite pas l'ajout d'eau tiede semble donner de bons
résultats [30].
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Le dépulpage des fruits est réalisé mécaniquement a laide d’une
« dépulpeuse-gratteuse ». Aucune innovation actuelle n’a été faite sur I'étape de
concassage qui reste toujours manuelle, un matériel de torréfaction performant,
dans lequel la durée et la température de torréfaction sont rigoureusement
contrdlées, est utilisé dans ce procéde, ce qui permet d’obtenir des amandes de

couleur homogeéne.

La trituration et le malaxage se font par une presse a froid ou la
température ne dépasse pas 60°C lors de I'extraction de I'huile [59,60].

Figure 1.10 : Les machines utilisées pour I'extraction de 'huile d’argan [7]

A : Dépulpeuse-gratteuse ; B : Torréfacteur a gaz, C : Presseuse de pate ;
D : Appareil de filtration



32

Le rendement de pressage mécanique a été amélioré par rapport a la
méthode d’extraction artisanale via la récupération de 10 % de I'huile restante
dans les tourteaux.

L'huile obtenue sera filtrée et mise en bouteille aprés avoir été décantée
pendant 15 jours. Grace a cette technologie, en I'occurrence la technique par
presse mécanique, 4 a 6 litres de I'huile peut étre extraite de 100 kg de fruits secs

apres 13 heures de travail par une seule personne [61, 55].

> Extraction par solvant organigue

C’est un procédé industriel dont I'huile est principalement destinée a la
cosmeétologie (préparation des cremes, shampooings et lotions pour le corps) [62].
Les amandes sont soigneusement séparées des débris du péricarpe, puis réduite
en poudre dans un broyeur a meule ou a cylindre. La poudre est ensuite soumise
a une extraction avec un solvant apolaire (ex. hexane), dans un appareil

d’extraction approprié.

Le solvant est ensuite évaporé afin d’éviter 'oxydation des acides gras deés
le premier stade d’extraction. Ce procédé permet d’obtenir un extrait lipidique de
couleur jaune paille avec un rendement d’extraction de 50 a 55 %, sans odeur

forte et surtout avec une bonne stabilité [61,63,64].

1.2.2. Etude analytique de I'huile d’argan

1.2.2.1. Caracteres physico-chimiques de I'huile d’argan

L'huile d’argan se caractérise par un certain nombre de propriétés
physicochimiques qui sont Iégerement différentes en fonction de plusieurs facteurs
tels que lorigine des fruits, la technique d’extraction ou bien le mode de

conservation.

Les parametres physico-chimiques utilisés pour la classification
gualitative, et pour préciser I'état de fraicheur des huiles d’argan « vierges » sont
I'acidité libre exprimée en pourcentage d’acide oléique, I'indice de peroxyde et

'absorbance dans l'ultraviolet. Ces analyses assurent aussi la conformité des
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dénominations des différentes catégories dont on distingue quatre catégories

d’huiles d’argan « vierges », soit par type de qualité décroissante :

- Extra si l'acidité est inférieure ou égale a 0.8%,

- Fine si l'acidité est comprise entre 0.8 et 1.5%,

- Courante si I'acidité est comprise entre 1.5 et 2.5%

- Lampante caractérisée par une acidité élevée (> 2,5 %) qui est impropre a

la consommation [65, 66].

Le tableau 1.1 présente les caractéristigues physicochimiques qui classent les

types d’huile d’argan « vierge » selon les normes marocaines [67].

Tableau 1.1 : Caractéristiques physicochimiques de I'huile d’argan vierge selon la

Norme Marocaine [67]

Constantes Normes Marocaines

Densité (g/ml) 0,917 - 0,919
Indice de réfraction a 20°C 1,463 - 1,472
Acidité % <3,3

Indice de peroxyde meq/kg <20

Indice de saponification 189,0 - 199,1
Teneur en eau et matieres volatiles % m/m <0,2

Indice d’'iode 99,0 - 102,0
Insaponifiable % <1,1%

1.2.2.2. Composition chimique de I'huile d’argan

L'huile extraite des fruits d’Argania spinosa est non seulement comestible,
utilisée dans les préparations des plats traditionnels, et d’'un godt agréable, mais
elle possede aussi des propriétés diététiques tres intéressantes, car elle est
constituée a 80% d’acides gras insaturés dont une bonne proportion est celle
d’acide linoléique. Elle est représentée par une fraction saponifiable (99%)

constituée essentiellement de triglycérides et une autre insaponifiable (1%) ou
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composés mineurs de nature non glycéridique. Ces composants biochimiques
de cette huile, possedent des propriétés biologiques qui peuvent justifier leur
utilisation en pharmacie et en cosmétologie [10, 68].

A. Fraction glycéridigue (saponifiable)

o Les acides gras

Les acides gras (AG) sont des molécules organiques comprenant
une chaine carbonée terminée par un groupement carboxyle (R-COOH) dont le
radical R est une chaine aliphatique de longueur variable qui donne a la molécule
son caractére hydrophobe (gras). Cette chaine carbonée peut étre :

- Dépourvue de toute double liaison carbone-carbone, les acides gras sont
dits « saturés » (AGS),

- Contenir une double liaison, les acides gras sont dits acides gras mono-
insaturés (AGMI),

- Contenir plusieurs doubles liaisons, les acides gras sont dits acides gras
polyinsaturés (AGPI) (Figure 1.11).

Acide gras saturé

Acide stéarique

Acide gras monoinsaturé

/’W\./’\.:W .

Acide oléique

M/._'V’W Acide gras

Ivi
Acide linolénique | | PO yinsature

A== = AR

Acide linolénique '

Figure 1.11 : Formules développée des principaux acides gras des huiles

végeétales [8]
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L'huile d’argan est constituée d’environ 80% d’acides gras insaturés
(monoinsaturés et polyinsaturés) déterminants dans les échanges
membranaires, dans la réduction du taux de cholestérol, réduisant le risque de
linfarctus du myocarde et reconnus pour leurs qualités cosmétiques, diététiques
[69].

Les principales valeurs des acides de I'huile d'argan sont présentées dans
le tableau (1.2). Les variations observées peuvent étre dues a l'origine de I'huile,
aux meéthodes d'extraction et de conservation de ['échantillon ainsi qu'aux

conditions des analyses.

Tableau 1.2 : Pourcentage d’acides gras dans I'huile d’argan selon la norme

marocaine [67]

gras, pas toujours

ACIDE POURCENTAGE (%)
Myristique 0.2
Pentadecaenoique <0.1
Palmitique <115-15
Palmitoleique <0.2
Heptadecanenoique -
Stearique 43-7.2
Oleique 43 - 49.1
Linoleigue 29.3-36.0
Linolenique <0.2
Archidonique <05
Gadoeique <0.5
Behenique <0.2

o Les triglycérides

Ce sont des composés lipidiques formés de trois molécules d'acides

identiques, estérifiant a une molécule de glycérol. Les

triglycérides constituent la majeure partie des lipides alimentaires et des lipides de
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I'organisme stockés dans le tissu adipeux. On les trouve également dans le sang,
ou ils sont associés a des protéines spécifiques [30]. Les analyses montrent que
les acides gras saturés estérifient majoritairement les positions externes. L'acide
linoléique occupe en majorité la position Sn-2, alors que l'acide oléique se
distribue plus équitablement entre les trois positions [70].

Distribution des différents triglycérides en pourcentage observé dans
I’huile d’argan (Tableau 1.3)

Tableau 1.3 : Les triglycérides de I'huile d’argan [70,49].

TAG Pourcentage % TAG Pourcentage %
LOO 13,7-16,3 LLL 58-81
LOP 12,6 — 14,6 LLP 58-6,6
LLO 11,5-16,7 SO0 41-6
000 9-14,9 OPP 3,6-5.2
POO 14,9- 17,4

TAG : Triglycérides ; O : acide oléique ; L : acide linoléique ; P : acide palmitique ;

S : acide stéarique

B. Fraction insaponifiable

La fraction insaponifiable d‘un corps gras est de composition chimique
originale. Elle correspond a I‘ensemble de ses constituants qui, apres hydrolyse
basique (saponification), sont tres peu solubles dans I‘eau mais solubles dans les
solvants organiques. Cette fraction représente environ 1 % de I'huile d’argan, cette
faible teneur reste suffisante pour attribuer a I'huile des vertus thérapeutiques

importantes [53,60].

La fraction insaponifiable contient des hydrocarbures, 37.5% des
caroténes, 20% d’alcools triterpéniques, 20% de méthylstérols et de stérols,
7.5% de tocophérols et 6.5% de xanthophylles ainsi que 321mg/100g de squaléne
[42].
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o Pigments caroténoides

Les caroténoides constituent un groupe de pigments liposolubles de
nature terpéniques, dont la couleur varie du jaune au rouge orangé, synthétisés
par les plantes et les micro-organismes photosynthétiques. Les caroténoides
peuvent étre des caroténes (hydrocarbures purs : lycopéne, [3-caroténe) ou des
xantophylles qui possédent un groupement fonctionnel oxygéné ( astaxanthine,
lutéine) (Figure 1.12) [71, 72]. Ce sont les pigments qui conferent a I'huile sa
coloration. lls sont connus pour leurs importances nutritionnelles puisqu’ils sont
dotés d’activités antioxydantes importantes et qu’ils jouent un réle dans larrét

du développement ou la progression de quelques cancers [73, 55].

Leur teneur dans lhuile dargan vierge est représentée
essentiellement par les xanthophylles (500 mg/kg), constituant ainsi 6,5% de
'insaponifiable de I'huile. L’huile d’argan est pauvre en provitamine A sa teneur

en trans-f3 --caroténe est négligeable [65].

H

HO Luddlre

Zénxanthine

Figure 1.12 : Structure chimique des xanthophylles : lutéine et zéaxanthine [74]

o Stérols

Les stérols des plantes, encore appelés phytostérols, sont des
alcools stéroides, membres de la famille des terpénes. lls sont formés d’une

combinaison tétracyclique. Le squelette de base est le noyau
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cyclopentanophénanthréne renfermant un groupement hydroxyle en position 3 du

premier cycle et une chaine latérale [75, 65].

Les stérols de I'huile d’argan représentent environ 20 % de la fraction
insaponifiable [42] dont la composition stérolique est représentée principalement

par les D7-stigmastérols (schotténol et I'a- spinastérol).

Ces derniers sont extrémement intéressants et leur présence est rares
parmi les stérols végétaux dou le schotténol qui est doué d'une activité
anticancéreuse remarquable [55]. L’huile d’argan peut acquérir cette activité
anticancéreuse grace aux stérols qu'on retrouve dans sa composition
(Figurel.13). L’huile d’argan « vierge » au regard de sa composition chimique et
contrairement a la plupart des autres huiles vegétales, ne contient pas de D5
stérols, ce qui la rend une huile unique et peut étre mis a profit pour la détection
des fraudes [55,69].

Schotténol Spinastérol

HO HO

Figure 1.13 : La structure chimique du Schotténol et du Spinastérol [6]

Les différents stérols observés dans I'huile d’argan présentent différents
pourcentages avec des valeurs décroissantes schotténol > spinastérol > 7

avénastérol > stigmastadiene > campestérol. (Tableau 1.4).
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Tableau 1.4 : Composition en stérols de I'huile d’argan [6]

Stérols Pourcentage %
Schotténol 44 - 49 %
Spinasterol 34 - 44 %

7 avénastérol 4-7%
Stigmastadiéne 32-57%
Campestérol

0.4%
Steérols totaux 170 mg/100g

o Tocophérols

Les tocophérols sont des dérives méthyliques du tocol, Cette
structure est constituée d’'un noyau hydroxychromane sur lequel est fixée une
chaine phytyl entierement saturée (Figure 1.14). lls jouent un réle crucial étant
nutriments liposolubles essentiels. On distingue quatre types de tocophérols : o-
tocophérol, B-tocophérol, le y-tocophérol et le &- tocophérol qui différent entre eux
par le nombre et I'arrangement des groupements méthyle autour du cycle

benzéne [76].
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OH S
CH;
7 R
8
Tocol
CH3 CH3 CH3
R (H.C—CH>~CHy~CH;~CH—CH,—CH,~CH~CH—CH>—CH=CH;—CH—CH:)
Chaine phytyle
Substitutions Tocophérols
5,7, 8 - Trimethyl a - tocophérol
S, 8§ - Dimethyl B - tocophérol
7, 8 - Dimethyl Y - tocaphérol
8 - Methyl 0 - tocophcrol

Figure 1.14 : Structure de Tocol et de la chaine phytyl [77]

Les humains et les animaux ne peuvent pas synthétiser les tocophérols, ils
doivent les apporter de la nourriture. Le contenu de I'huile d’argan vierge en ces
molécules varie entre 600 et 900 mg / kg, ce qui la rendre une source de vitamine
E non négligeable. L' a -tocophérol (7%) et le y-tocophérol (85 %) sont
responsables de la principale activité de la vitamine E. Le 3 et le §- tocophérols

sont en quantité faibles (Figure 1.15) [30,42].

a-Tocophérol R'=F'=CH;

CH, i ,
BTocophéral  R'=CHy; R'=H

lf:H:1 H.C CH, FC ¢ Tocophérol  R'=H; B’= CH,
Tocophérol

CH,

S-Tocophérol R'=H: R=H

Figure 1.15 : Structure de tocophérols [6]
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Les tocophérols ont des effets antioxydants qui conférent une grande
stabilité a I'huile durant sa conservation protégeant ainsi contre les maladies

cardiovasculaires [55].

Le tableau (1.5) montre la composition en pourcentage en tocopherols

de I'huile d’argan.

Tableau 1.5 : Les tocophérols de I'huile d’argan [6]

Forme Pourcentage (%)
a-tocophérol 2,4-48
B-tocophérol 0,1-0,2
y-tocophérol 81 -89
d-tocophérol 6,2 -8,2
Tocophérol Totaux | 600 - 700 mg /100 g d’huile

o Composés phénoliques

lls renfermant de nombreuses substances regroupées en famille.
Les différents composés d’'une méme famille se différencient par la nature et la
position des substituants fixés sur un squelette aromatique commun. Les deux
classes principales sont les composés non-flavonoides et les flavonoides. lls
présentent des propriétés antioxydantes intéressantes, traduisant leur réle dans le
maintien de la stabilité des huiles végétales. lls renforcent les défenses naturelles
de l'organisme contre plusieurs maladies liées au stress oxydatif, tels que les

maladies cardiovasculaires, les cancers et les processus inflammatoires [78, 42].

En général, les phénols sont présents en faible concentration
dans l'huile d’argan alimentaire (3 263 ug / kg). lls regroupent des composés
phénoliques simples notamment l'acide férulique, l'acide syringique, l'acide
vanillique et le tyrosol (tableau 1.6 et figure 1.16) [42,78] ont révélé la présence
d’autres composeés phénoliques dans I'huile d’argan alimentaire ainsi que celle a

usage cosmétique notamment le catéchol mais avec des teneurs tres faibles.
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Figure 1.16 : structure chimique de quelques composés phénoliques isolés de

I’huile d’argan [6]

Tableau 1.6 : Composés phénoliques quantifiés de I'huile d’argan [42]

Composés phénoliques (ug/kg)

Acide vanillique
Acide syringique
Acide ferulique
Tyrosol

Total

67

37

3147

12

3263

o Alcools triterpéniques

Les alcools triterpéniques ou triterpénols sont des composants

issus de la molécule de squaléne. lls représentent environ 20 % de la fraction

insaponifiable et ils sont utilisés lors de la caractérisation des huiles végétales

[79].
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Cinq principaux alcools triterpéniques ont été identifiés dans la
fraction insaponifiable de I'huile d’argan ils présentent les pourcentages les plus
élevés, il s’agit du butyrospermol (18,1%) du turicallol (27,9 %) et de la béta-
amyrine (27,3%) (figure 1.17) .Tandis que le lupéol et le 24-méthylénecycloartanol
qui sont des dérivés du cycloartanol se retrouvent respectivement a des
pourcentages de 7,1% et de 4,5% [68, 65].

Ces molécules ont montré leur action sur des cancers de la peau,
du colon et du poumon. Elles agissent aussi comme puissants piégeurs de

radicaux d’oxygene réactifs a la surface de la peau humaine [80,81,65 ].

[80,81,65 ] ont montré que le lupéol est doté de propriétés anti-
inflammatoires bien établies.

HO %
e’ “CH, Tirueallol

Figure 1.17 : Alcools triterpéniques de I'huile d’argan [6 ]

1.2.3. Les utilisations de I'huile d’argan

L’huile d’argan est un excellent produit a usage multiple grace a ses

propriétés alimentaires, vertus thérapeutiques et cosmologiques tres intéressants.

> Utilisation diététique
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L’huile d’argan est une huile alimentaire connue depuis des siécles par les
populations autochtones. Vu ses qualités organoleptiques et nutritionnelles elle a
été, depuis longtemps, exclusivement réservée a la préparation de leurs plats
traditionnels [65 ]. Cette huile et grace a sa composition qui renferme 80% d’acides
gras insaturés, particulierement sa richesse en acides gras essentiels (acide
linoléique 34%), posséde des propriétés diététiques et nutritives trés
intéressantes, assurant la totalité des besoins journaliers en acide linoléique pour
environ seulement deux cuillerées a soupe (16 g) d’huile, dont elle constitue un

trés bon complément lipidique tres recherché [10,55].

> Utilisation cosmétique

Depuis longtemps, Les autochtones de la région et plus particulierement les
femmes utilisent I'huile d’argan traditionnellement pour nourrir le cuir chevelu, la
fortification des angles cassants, le desséchement cutané et le vieillissement
physiologique de la peau. Par la suite, les études ont montré sa richesse
principalement en acides gras essentiels et en tocophérols qui sont pourvus des
propriétés antioxydantes et antiradicalaires remarquable, ce qui conduit beaucoup
d’'industries cosmeétiques a s’intéresser a cette huile. Mais les caractéristiques
physicochimiques et organoleptiques de I'huile artisanale notamment son odeur et
la difficulté de sa conservation empéchaient son utilisation en cosmeétologie
jusqu’a ce que le procédé industriel soit mis au point. Ainsi, depuis quelques
années, l'huile d’argan est devenue fortement recherchée par l'industrie de
cosmétique et figure dans la composition de certaines crémes et savons [82,
55,10].

» Ultilisation en médecine traditionnelle

Au fils des siécles, L’huile d’argan a été réputée comme un remede naturel
précieux utilisée pour soulager et atténuer les maux d’oreilles, les symptéme des
infections des voies respiratoires et les coliques chez les petits-enfants, proposé
comme un traitement et un soulagement des douleurs rhumatismales par simple
ingestion de cette huile crue, cette huile est également recommandée pour ses
propriétés fortifiantes dans les cas d’asthénie, car il est reconnu qu’elle donne a

I'organisme une grande vigueur [27].



45

1.2.4. Propriétés prouvées scientifiguement de I'huile d’argan

Beaucoup d’études épidémiologiques et cliniques ont été réalisées sur

les bienfaits de la consommation de I'huile d'argan sur la santé humaine

» Prévention des maladies cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires peuvent étre associés a une pression
artérielle élevée et une concentration plasmatique excessive en LDL , des
enquétes  épidémiologiques, comparant une population consommant
régulierement I'huile d’argan avec une autre ne la consommant pas, ont mis en
evidence un risque inféerieur a 50 % de développer une hypertension
artérielle chez la population consommatrice d’huile, grace a son niveau élevé

en acides oléique et linoléique et des composeés antioxydants [83,84,85,86 ].

De plus, il a été prouvé que la consommation quotidienne de 25 mL de
I‘huile d'argan aide a augmenter le niveau du cholestérol HDL et a diminuer le taux
de triglycérides chez les hommes sains [83]. Par conséquent, la consommation
réguliere de I'huile d'argan est associée a une réduction significative de I'indice de
la mort subite des infarctus et de AVC [87,88]. L'huile d'argan inhibe également
I'agrégation plaquettaire sans provoquer ni une prolongation du temps de

saignement, ni un changement au niveau des plaquettes [89].

En effet les stérols, composés mineurs de I'huile d'argan, peuvent étre
impliqués dans son pouvoir hypocholestérolémiant [42]. Tout de méme, la structure
moléculaire de ces stérols est tres similaire a celle du cholestérol humain, pour
cette raison, l'apport en stérols réduit l'absorption du cholestérol par la

concurrence avec le cholestérol endogene [90].

[85] ont démontré un effet bénéfique de l'huile sur la glycémie ainsi
gu’'une bonne amélioration de la vulnérabilité cardiaque a I'ischémie et cela selon
une étude sur l'effet de I'huile d’argan sur la contracture ischémique chez le rat
recevant un régime enrichi en fructose (33 %) et en huile d’argan (5 ml/kg/jour).
Avec cette méme dose administrée chez des rats spontanément hypertendus

pendant dix jours, a permis la normalisation de leurs pressions artérielles et
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une diminution le leurs taux de cholestérol sanguin [91]. Dans un méme contexte,
une étude porte sur l'effet d’'une supplémentation en huile d’argan sur quelques
marqueurs du risque cardiométabolique associé a I'obésité chez le rat Wistar redu
obése par ingestion d’'un régime hyperlipidique a montré que I'huile d’argan est
pourvue des propriétés hypoglycémiantes, hypocholestérolémiantes et
antioxydantes, et que l'incorporation de cette derniere dans un régime diététique
sera efficace pour la prévention des complications cardiovasculaires et d’attaque
radicalaire liées a I'obésité, ainsi que pour 'amélioration de I'équilibre glycémique
[92].

» Prévention des cancers

L'huile d’argan se caractérise principalement par la spécificité de son
fraction insaponifiable riche en composés mineurs notamment les antioxydants
[93].Bien qu’elles soient présentes en petites quantités, ces substances attribuent
a l'huile d’argan des propriétés pouvant jouer un réle remarquable dans la
prévention du vieillissement tissulaire, de I'athérosclérose et aussi du cancer [51,
94, 95].

Le schotténol et le spinastérol sont les stérols majoritaires de I'huile
d’argan. On ne les rencontre qu’exceptionnellement dans d’autres huiles
végétales et sont surtout spécifiques a I'huile d’argan dans des proportions
significatives [96,97]. Ces deux constituants semblent avoir des effets
thérapeutiques tres importants. Selon [98] , le spinastérol peut prévenir 'apparition
des tumeurs. Tandis que le schotténol semble avoir un effet anti-cancérigene avec
un potentiel cytotoxique prononcé [99]. Leffet antiprolifératif des composés
phénoliques, des tocophérols et des stérols contenus dans I'huile d’argan a été
évalué in vitro sur les cellules épithéliales prélevées sur un adénocarcinome
prostatique [51]. Cette étude a montré que les polyphénols contenus dans I'huile
d’argan auraient, a une concentration de 40 mg / ml, un effet inhibiteur de 30 %
sur la prolifération cellulaire. Sur ce méme type cellulaire, les stérols de I'huile
d’argan auraient une activité inhibitrice de 20 % a une concentration de 20 mg /
ml. De plus, la composition chimique spécifique de I'huile d’argan fait que la
combinaison des différents facteurs qui la composent pourrait permettre une

action antiproliférative [42]. Ces résultats corroborent avec les conclusions
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d’autres études scientifiques qui confirment [I'action anti-prolifératrice des

antioxydants sur les cellules tumorales [99,100, 101].

» Dermocosmeétique

L'huile d’argan possede un effet revitalisant sur la peau gréce a sa teneur
forte en acide linoléique. En effet, ce dernier intervient aussi bien dans l'activité
mitotique que dans le maintien de l'intégrité des membranes des kératinocytes
épidermiques et de la kératinisation. L'apport équilibré en AG essentiel permet de
retarder la sénescence cutanée. Des recherches récentes ont mis en évidence
'importance biologique et pharmacologique du y tocophérol contenu dans I'huile.
La présence de ce constituant confére a I'huile un effet protecteur contre le
vieillissement de la peau [102, 103, 42]. D’autres essais ont montré que le
squalene pris comme supplément en diététique a des effets préventifs contre la

carcinogenese [104].

Ces composés seraient responsables de I'activité cicatrisante et bienfaitrice
de l'huile d’argan sur la muqueuse cutanée. Les effets hydratant, régénérant et
structurant de cette huile ont été prouvés par des tests cliniques. L'application
cutanée de I'huile d’argan restaure la couche hydrolipidique et augmente la teneur
en nutriments des cellules cutanées. Elle stimule aussi [I'oxygénation

intracellulaire, neutralise les radicaux libres et protege le tissu conjonctif [105].
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CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel biologigue

2.1.1. Matériel véqgétal

Les fruits d'Argania spinosa (figure 2.1) ont été récoltés de maniére
aléatoire a partir des arganiers, ainsi que des noyaux dépulpés collectés dans les
excréments de chevres, entre aolt et septembre 2016. Cette période a été
consacrée a l'étude des parameétres physico-chimiques, a l'analyse du profil
chromatographique des acides gras et des triglycérides, ainsi qu'a I'évaluation

gualitative et quantitative des tocophérols.

Par la suite, entre juillet et aolt 2019, d'autres analyses ont été effectuées,
incluant I'étude du profil chromatographique des acides gras par CG-MS et le
dosage colorimétrique des polyphénols, ainsi que des tests sur les activités
biologiques. Les recherches ont eu lieu dans la wilaya de Tindouf(sud-ouest de
I’Algérie), plus précisément dans le périmetre de Touaref Bou-Aam et le périmetre

de Merkala-Targant.

Figure 2.1: Fruits d’Argania spinosa mars (originale)
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2.1.2. Souches microbiennes

L’étude microbiologique a été portée sur sept (07) bactéries : Salmonella
typhi ATCC 6539, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 4352, Escherichia coli ATCC 4157, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Staphylococcus aureus meéticillino-résistant « SARM » ATCC 433, Enterococcus
feacalis ATCC 29212 et deux levures: Candida albicans ATCC 24433 et
Saccharomyces cerevisiae ATCC 2601.

2.1.3. Matériel non biologigue

L'ensemble des équipements, des verreries et des produits chimiques

utilisés dans la partie expérimentale est rapporté en annexe (Appendice B).
2.2. Méthodes

Notre étude expérimentale a éte effectuée au niveau du :

Laboratoire de biotechnologies, environnement et santé de I'université de
Blida 1.

- Laboratoire de recherche « AGR-130, Bioactive compounds, nutrition and
health » de l'institut de la Grasa-CSIC, Séville, Espagne.

- Centre de recherche scientifique et technique en analyses
physicochimiques (CRAPC), Bou Ismail. Algérie.

- Laboratoire de physicochimie du complexe Antibiotical, SAIDAL de Médéa,
Algérie.

- Laboratoire d’hygiéne de la wilaya de Blida, Algérie.

2.2.1. Extraction de I'huile d’argan

L'huile d’argan est extraite d’'un mélange des fruits d’arganiers récoltés

manuellement a partir des arbres et des noix d'argan dépulpées par les chevres.

> Préparation de I'’échantillon

Les différentes étapes de la préparation artisanale de I'huile d’argan sont

entierement manuelles. Elle est préparée selon un protocole rigoureux et
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accomplie selon un savoir-faire ancestral réservé a certaines femmes de la région.
Celle-ci passe par plusieurs étapes distinctes (figure 2.2) a savoir :

- Le dépulpage : La mise au rebut manuellement de la pulpe des fruits secs
récoltés des arbres d’arganier.

- Le concassage :écrasement des noix d'argan manuellement par les
femmes, en les tenant entre le pouce et l'index le long de la plus longue diagonale
de semences et en les frappant violemment avec une pierre. C’est I'étape la plus

pénible en raison de I'effort physique gu’elle requiert.

- La torréfaction : Séchage des amandes entre 80 °C et 90 °C pendant 15 a

20 minutes dans le but d’éliminer I’eau et favoriser ainsi I’extraction de I'huile.

- La trituration : Broyage manuel des amandes a I'aide d’un pilon (ou d’une
meule en pierre), jusqu’a I'obtention d’une substance pateuse qui ressemble a la

pate d'amandes mais de couleur brune.

- Le malaxage : la pate brunatre qui est mélangée avec de I'eau bouillante et
malaxée pendant plusieurs minutes, est ensuite pressee a la main pour libérer une

émulsion brune au golt de noisette qui est I'huile d’argan.
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Le malaxage

L'extraction de I'huile

Figure 2.2 : Etapes d’extraction de I'huile d’argan traditionnellement (originale)
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Figure 2.3 : Huile d’argan obtenue traditionnellement (originale)

2.2.2. Caractéristigues physico-chimiques de I’'huile d’Argania spinosa

La caractérisation physico-chimique des huiles est une étape essentielle
pour assurer sa qualité, pour cela nous avons déterminé les indices physico-

chimiques suivants :
2.2.2.1. La densité

La densité relative (g/ml) de I'huile d'argan a été déterminée a 20 °C.
Selon la méthode décrite dans la norme NF T 60-214 (AFNOR, 1984) [106].

C'est le rapport de la masse d'un certain volume dhuile a 20°C, et la

masse d’un volume égal d'eau distillée a la méme température.

A l'aide d'une balance analytique, effectuer de pesées successives de
volume égal d'huile et d’eau a la température de 20°C. La densité relative est

donnée par la formule ci-dessous :

d 20 = (mz—mo)/(ml—mo)

Tel que :
M o . Masse (g) du pychometre vide
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M 1 : Masse (g) du pycnometre rempli d'eau

M 2 : Masse (g) du pycnometre rempli d'huile

2.2.2.2. Indice de réfraction

L'indice de réfraction (I.R) est le rapport de la vitesse de la lumiére sous
vide a la vitesse de la lumiére dans I'huile ; plus généralement c'est la mesure de
la réfringence d’un corps donné par rapport a la raie D du sodium (589 nm). I
varie selon la température et la longueur d'onde. Il augmente avec l'augmentation
de l'insaturation et la longueur de la chaine des acides gras et permet de classer

les huiles en huile siccative, semi siccative ou non siccative.

La mesure de l'indice de réfraction se fait par le biais d'un réfractomeétre
(ATAGO modéle NAR- 1T 922420). Pour mesurer lindice de réfraction, on
commence par nettoyer la surface de prisme du réfractometre. Ensuite on procéde
a l'étalonnage du réfractométre avec de l'eau distillée. A l'aide d'une pipette
pasteur on dépose une goutte de I'huile sur le prisme. La fenétre de lecture donne
directement la valeur de lindice de réfraction a 20°C. (Selon les normes NF
T60-212 (11/1984) [106].

2.2.2.3. La couleur

La détermination de la couleur de I'huile est basée sur la détermination de
['absorbance de celle-ci, dans le domaine du visible, selon la recommandation de

la société américaine des chimistes des huiles (A.O0.C.S.) [107].

Les mesures se font a l'aide d'un spectrophotometre UV-visible DR6000
HACH LANGE, dans les longueurs d'ondes suivantes 460 nm, 550 nm, 620nm et
670 nm. La valeur de la couleur se calcule par la formule suivante proposée par
’A.O.C.S aprés obtention des densités optique sur les longueurs d'onde

suivantes : 460 nm, 550 nm, 620nm et 670 nm.

Couleur (AOCS): 1,29 Aseo + 69,7 Assot+ 56,4 As7o

A : 'absorbance de I'huile
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2.2.2.4. Coefficients d’extinction spécifigue dans UV

La détermination de I'absorbance d'une huile végétale en UV repose sur la
mesure des coefficients d'extinction, aux radiations de deux longueurs d'ondes
différentes: 232 nm et 270 nm. Cette analyse renseigne sur la qualité et |'état
d’'oxydation d’une huile par la détection et I'évaluation des produits d'oxydation
primaire et secondaire : les structure diénique conjuguées produites par oxydation
primaire des acides gras insaturés absorbent au voisinage de 232 nm, tandis que
les conjugués produits secondaires par oxydation absorbent au voisinage de 270

nm.

Le principe de cette méthode repose sur la mesure spectrométrique de
I'absorbance d'un échantillon dans un solvant approprié aux longueurs d'onde
spécifiées. Une prise d’essai d’environ 0,20 a 0,30 g d’huile d'argan a été dissout
dans 10 ml de cyclohexane, I'absorbance du mélange a été mesurée par la suite a
230 nm et 270 nm respectivement.

Calcule des extinctions spécifigues aux différentes longueurs d'onde selon la

formule :

KA = EA/ (cxs)

KA : le coefficient distinction spécifique a la longueur d'onde A
EA : I'extinction mesurée a la longueur d'onde A
C : concentration de la solution en g/100ml

S : épaisseur de la cuve en quartz (1 cm)

2.2.2.5. Indice d’acide et acidité

L'indice d'acide est défini comme étant le nombre de milligrammes
d’hydroxyde de potassium (KOH) nécessaire pour neutraliser les acides gras
libres présents dans 1 gramme de I'huile Le principe de cette analyse est basé

selon la réaction suivante :

R-COOH+KOH — R-COOK-+ HzO
{Acide gras) (Base) {Savon)  (Eau)
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La détermination de l'indice d'acide (I.A) est réalisée en dissolvant 1 g
d'huile dans 20 ml d’éthanol, a cette solution au moment de son utilisation on y
ajoute pour la neutraliser une solution éthanolique de potasse 0,05N en présence
de phénolphtaléine 1%. Si la solution obtenue n'est pas parfaitement limpide,
ajouter une quantité supplémentaire de solvant, ou bien procéder a un léger
chauffage. Puis titrer, en agitant avec la solution d’hydroxyde de potassium (KOH)
éthanolique a 0,05N en présence de la solution de phénolphtaléine a 1%, jusqu'au
virage de l'indicateur (coloration rose).

L'indice d’acide (I.A) est exprimé par la relation suivante :

[.LA= VxNx56,11 / m

Oou

V : volume de la solution éthanolique de KOH exprimé en ml
N : normalité de la solution éthanolique de KOH

56,1 : masse molaire de KOH

m : masse de la prise d'essai d’huile en gramme

L'acidité exprimée en pourcentage (%) d'acide oléique en poids est donnée par
I'équation :
A% =282 x 100 x IA /56,11 x 1000

Oou:

282 : la masse molaire de I'acide oléique (g/mol)

2.2.2.6. Indice de peroxyde

L'indice de peroxyde (I.P) est le nombre qui exprime en milliéquivalent
d'oxygene actif la quantité de peroxyde contenue dans 1 kg de substance et
oxydant l'iodure de potassium avec libération d’iode et titration de celui-ci par le
thiosulfate de sodium. Il permet d'évaluer la quantité de peroxyde présente dans
un corps gras, ce qui renseigne sur le taux d'acide gras rances, comme il est

indiqué dans la réaction suivante :
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R-CH=CH—R + 02 —mr0 4 R-CH-CH-R’

Acide gras insature oxygéne peroxyde

Le principe de cette manipulation est basé sur le traitement d'une prise
d'essai de 2 a 5 g de I'huile dans un mélange de chloroforme et d'acide acétique
(deux volumes de chloroforme et de 3 volumes d'acide acétique) avec I'ajout de 1
ml d’'une solution d’iodure de potassium (IK). Aprés 5 minutes a I'obscurité, 75 ml
d’eau distillée est ajouté au mélange, le titrage se fait par une solution de
thiosulfate de sodium (0,01N) en présence d’amidon comme indicateur coloré. En
parallele, Un essai a blanc sans huile est réalisé en méme temps et dans les
mémes conditions. Selon le protocole décrit par la norme NFT 60-220 (AFNOR,
1984) [106].

L'indice de peroxyde est calculé selon la formule :

I.P (Meq 02/ kg) = (VX Nx1000) /m
Ou:
V : le volume de thiosulfate de sodium est utilisé en ml
N : la Normalité de la solution de thiosulfate de sodium

m : |la prise d'essais de I'huile testée (g)

2.2.2.7. Indice de saponification

Les corps gras sous l'action des solutions aqueuses basiques se
décomposent en donnant de glycérol et des savons (sels des acides gras). Cette

réaction s'appelle la réaction de saponification dont I'équation est la suivante :

CH2-00C- R1 CH2-OH R1-COOK
Hz-O0C-R2  + JKOH —» CH -OH + Ro-COOK
Hz-O0C- Ra Hz-OH R3-CO0OK

(Triglycerides) (Potasse) (Glycéral) (Savon)
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Les acides libres se transforment sous l'action de la soude en savon

d'aprés la réaction suivante :

RCOOH + MNaOH » RCOONa + H20

L'indice de saponification (I.S) est le nombre de milligrammes d'hydroxyde
de potassium nécessaires pour saponifier 1 g de corps gras, ou autrement dit,
c'est le nombre de milligrammes de KOH nécessaire pour transformer en savon
tous les acides gras libres et les acides gras liés en triglycérides, d’'un gramme de

corps gras.

Introduire dans un ballon a col rodé de 250 ml 1g de I'huile en question.
Ajouter 20 ml de solution éthanolique d’hydroxyde de potassium (KOH) 0,5N.
Munir le ballon d'un réfrigérant a reflux et porter a légere ébullition pendant 1h en

agitant de temps a autre.

Apres refroidissement du ballon, titrer [I'échantillon avec Iacide
chlorhydrique HCI (0,5N) en présence de phénolphtaléine 1% Jusqu'a la

disparition complete de la couleur rose de la solution.

Effectuer un essai a blanc en paralléle. La méthode d’analyse utilisée est

celle recommandée par la norme NFT 60-206 [106].

L'indice de saponification est exprimeé par la formule :

.S=(Vo-V)x56,11 xN/m

Ou:

(Vo — V) : la différence des volumes de titrage de I'essai a blanc et celui en
présence d’huile

56,1 : la masse molaire de I'hydroxyde de potassium KOH (g/mol)

N : la normalité de HCI

m : la masse de la prise d’essai (Q)



58

2.2.2.8. Indice d’iode

L'indice d’iode (l.1) est le nombre de grammes d'halogéne exprimé en iode
absorbés par 100 g d’huile, déterminé en utilisant la solution de Wijs. Selon la

réaction suivante :

R-CH==CH-R + 21

L4

R- ClH - C|H -R
I I

Cet indice renseigne sur le degré d'insaturation (nombre de doubles
liaisons) d’'un acide gras. Cette insaturation est facilité le rancissement du corps

gras.

Le principe de la mesure repose sur le titrage, par du thiosulfate de
sodium, de I'excés de réactifs de Wijs transformé en iode par I'addition de liodure

de potassium.

Peser 0,15 g dhuile dans un erlenmeyer rodé avec bouchon, puis les
mettre en solution avec 15 ml de tétrachlorure de carbone et 25 ml de réactif de
Wijs (réactif composé de monochlorure d’'iode en solution dans un mélange
d’acide acétique et de tétrachlorure de carbone) sont ajoutés. Une fois bouché,
’'erlenmeyer est agité doucement et placé dans un endroit a I'abri de la lumiére
pendant 1h (agiter de temps en temps). Apres ce temps 20 ml de l'iodure de

potassium a 100g/I et 100ml d’eau distillée sont additionnés.

Le mélange obtenu est titré avec le thiosulfate de sodium (0,1N) en
utilisant I'empois d'amidon comme indicateur coloré. Le titrage est poursuivi
jusqu'au moment ou la couleur bleue disparait, aprés agitation tres
vigoureusement. Un essai a blanc sans huile est réalisé en méme temps et dans

les mémes conditions. La méthode utilisée et celle décrite par Wolff [ 108].
L'indice d'iode est calculé selon la formule suivante :

1= (VO=v) x 1,269/ m
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Ou:

Vo : le volume en ml de thiosulfate de sodium pour titrer le blanc
V1 : le volume en ml de thiosulfate de sodium pour titrer I'échantillon

m : la masse en (g) de la presse d’essai

2.2.2. 9. Teneur en eau et matiéres volatiles de I'huile

La teneur en eau et matiéres volatiles (TE) des corps gras est par
définition la perte de masse mesurée dans les conditions d’essai précisées dans
la norme NF T 60-201(AFNOR, 1984) [106]. Elle est exprimée sous forme d’'une

fraction, en pourcentage, de la masse de I'échantillon initial.

Dans une capsule en verre, peser environ 5 g d'huile et la porter dans
I'étuve pendant 1h a une température 103 £2 °C. Ensuite retirer et laisser refroidir
dans un dessiccateur pendant 1h et peser la masse. Replacer a I'’étuve pendant
1h, refroidir et peser. Répéter ce processus jusqu'a ce que le changement de

poids entre deux observations successives ne dépasse pas 1 mg.

La teneur en eau et matieres volatiles est exprimée en pourcentage de masse par

la relation suivante :

TE = (Ml— Mz) x 100/ Mo — M,

Tel que :
Mo : la masse en (g) de la capsule
M; : la masse en (g) de la capsule et |la prise d'essai

M2 : la masse en (g) de la capsule et de I'huile aprés chauffage
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2.2.3. Etude de la composition chimique de I'huile d’ Argania spinosa

2.2.3.1. Identification de la fraction saponifiable

2.2.3.1.1. Caractérisation des acides gras

Pour notre huile nous avons déterminé sa composition en acides gras

par deux méthodes :

a. La méthode chromatographique CPG-FID

La composition en acides gras de l'huile d'argan a été déterminée
selon la méthode d'analyse décrite dans la norme européenne (EEC) No 2568/91
[109].

Le principe de cette technique repose sur la transformation des acides
gras (FAME) contenus dans I'’échantillon en question en esters méthylique

d’acides gras pour réduire leur polarité et les rendre plus volatils.

e Préparation des esters méthyliques d’acides gras libres

Les esters méthyliques d'acides gras de I'huile d’argan ont été préparés a
partir de I'huile d'argan par une trans-estérification avec une solution méthanolique
d'hydroxyde de potassium (KOH/ MeOH). Une prise d'essai d'environ 0,1 g d'huile
d'argan a été dissoute dans 2ml d’heptane est bien agitée, par la suite 0,2 ml de la
solution méthanolique d’hydroxyde de potassium (2N) ont été ajoutées au
mélange apres une agitation vigoureuse de 30 secondes, la partie supérieure
contenant les d’esters méthyliques d'acides gras a été prélevée a l'aide d'une

pipette, pour l'injection dans le systéme de chromatographie en phase gazeuse.

e Analyse par CPG

Nous avons utilisé un chromatographe en phase gazeuse Agilent 7890 B
(Agilent technologies, USA) muni d’un détecteur a ionisation de flamme (FID),
équipé d'une colonne capillaire polaire (DB-FATWAX Ul : 30 m x 0,25 mm, 0,25

Mm épaisseur du film) et d'un injecteur split automatique.

L'hydrogene était le gaz vecteur a un débit de 1,0 ml/min, la température

initiale de four a été a 165 °C (8min), puis augmentée jusqu'a 210 °C a 2 °C/min.
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Les températures de l'injecteur et du détecteur ont été fixées a 225 °C et de

250 °C respectivement et le volume injecté était de 1 pL [109].

A la fin de l'analyse, les données ont été acquises et traitées grace a un
systeme informatisé Open LAB. L'identification des composés était basée sur la
correspondance des temps de rétention des pics effectués avec ceux des FAME
standards. Le montant d'un FAME individuel a été exprimé en pourcentage aux
lipides totaux.

b. La méthode chromatographigue CG-MS

La caractérisation des acides gars de I'huile d’argan a été effectuée
par la méthode de chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie

de masse apres dérivation de ces derniers en composés volatils.

e Préparation des esters méthyligues d’acides gras libres

La préparation des FAMEs a partir de I'huile d’argan a été réalisée

egalement par une transestérifications (méme protocole décrit pour la CPG-FID).

e Analyse par CG-MS

Nous avons utilisé un chromatographe en phase gazeuse Hewlett

Packard Agilent 6890 plus, couplé avec le spectrométre de masse Hewlett
Packard Agilent 5973

» Conditions opératoires

Injecteur :
Température : 250°C
Mode d’injection : Splitless.

Volume injecté : 1ul

Colonne :
Type : HP-5MS
Dimensions : long 30 m * D int 0.25 mm * épaisseur film 0.25 pum

Phase stationnaire : 5% Phenyl 95% dimethylpolysiloxane. (Autre : Spécifier)
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Température du four : 70°C pendant 5 min, 10°C/min jusqu’a 130°C, isotherme
pendant 2min ,3°C/min jusqu’a 220°C, isotherme pendant 4 min, 10°C/min jusqu’a
280°C, isotherme pendant 7 min.

Durée d’analyse : 60 min

Gaz vecteur : Hélium pureté : N6; Débit GV : 1 ml/min

Détecteur de masse :

Mode d’analyse : Scan TIC (de 30a 550)
Délai du solvant : 3.5 min

Température de l'interface :270 °C

Type d’ionisation : Impact électronique
Intensité du filament : 70 év

Type de I'analyseur de masse : Quadripdles
Température de la source : 230 °C
e Lecture

L'acquisition des données est effectuée par le logiciel de chemStation.
L'identification de la composition en acide gras de I'huile d’argan a été effectuée
apres avoir comparé les masses expérimentales exactes et les données de la

fragmentation MS a une database de spectre de masse NIST11.

2.2.3.1.2. Caractérisation des triglycérides

La composition en triglycérides de I'huile a été déterminée selon la
méthode IUPAC 2324 [110]. Le principe de cette analyse est basé sur la
séparation des triglycérides selon leur nombre de carbones équivalent (ECN)
défini par la formule : ECN = CN — 2n, CN est le nombre d’atomes de carbone
tandis que n représente le nombre de doubles liaisons d'acides gras constituants

les triglycérides, par chromatographie liquide a haute performance (HPLC).

La détermination des triglycérides est réalisée a partir d'une solution de
I'huile d’argan dans I'acétone a une concentration de 50mg/ml. L’échantillon a été
analysé-par RP-HPLC a l'aide d'un systeme Agilent 1260 Infinity, équipé d'une
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colonne Merck Li-Chrospher 100 RP-18 (250 mm x 4 mm id.; 4 pm
granulométrie) thermostatée a 20 °C, équipé d’'un systéme de pompage et de
détection RI, avec l'utilisation du propionitrile comme une phase mobile a un débit
de 0.6 ml/ minute. Le volume injecté de la solution de I'huile d’argan dans
'acétone était 10ul et les données ont été acquises a laide d’un systéme

informatisé Open LAB.

2.2.3.2. Identification de la fraction insaponifiable

Les matiéres insaponifiables d’un corps gras correspondent a I'ensemble
des constituants qui, apreés hydrolyse basique (saponification) par I'hnydroxyde de
potassium et extraction par un solvant spécifié, ne sont pas volatiles dans les
conditions opératoires spécifices et sont peu solubles dans l'eau [108].
L'insaponifiable représente généralement une fraction mineure (0.5 un 2%),
malgré cette infime teneur, il referme un trés grand nombre de constituants tels
gue : les stérols, les hydrocarbures aliphatiques, les tocophérols, les pigments, les

alcools aliphatiques et triterpéniques, les squalénes et les caroténoides

La détermination de l'insaponifiable a été réalisé suivant la norme AFNOR
NF t 60-206 [106]. Le principe de ce dosage repose sur la saponification d’'une
prise d’essai de 5 g d’huile par 50 ml d’une solution de potasse éthanolique (2N) a
chaud, sous reflux pendant 20 min. Aprés I'ajout de 50 ml d’eau distillée, les
substances insaponifiables sont extraites par I'’éther diéthylique suivi d’un lavage

avec I'eau distillée jusqu'a réaction neutre de lavage.

La phase organique est ensuite filtrée sur le sulfate de sodium anhydre et
évaporée sous vide par un évaporateur rotatif. Le résidu ainsi obtenu est séché a
103 °C puis laissé refroidir dans un dessiccateur. Ce résidu constitue la fraction

insaponifiable.

La teneur des insaponifiables est déterminée par la relation suivante :

Insaponifiable % = m;/mgy x 100
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Tel que :
ms : La masse (g) du résidu séché.

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

> Caractérisation des tocophérols

Les tocophérols sont des composés contenus dans les insaponifiables. lls

sont connus par leur pouvoir vitaminique et antioxydant [111].

La fraction tocophéroligue peut étre identifiée par les différentes
techniques spectroscopiques et chromatographiques, mais la chromatographie

liquide a haute performance (HPLC) est la plus recommandée.

Pour cela l'analyse HPLC a été effectuée selon la méthode standard
IUPAC 2432 [112]. Une solution de I'huile argan dans I'hexane a une concentration
de 10 mg/ml, a été préparée et injectée dans le systeme de HPLC équipé d'une
colonne en gel de silice (250 mm A x 4 mm i.d.; granulométrie 4 um taille de
particules), et d'un détecteur fluorimétrique de type RF-10AXL Shimadzu,
fluorescence detector, Columbia, MD, USA), longueurs d’ondes d’excitation et
d’émission étaient a 290 nm et 330 nm respectivement. L'élution a été réalisée
avec un meélange de solvants : hexane : 2- propanol (99 : 1, V/V) a un débit de

Imil/min.

Quant a la détermination quantitative et l'identification des pics, des
étalons de tocophérols dans I'hexane ont été préparés et injectés a des
concentrations de 4 a 6 pg/ml. Les différents vitameres (a, B, y, et &) ont été
identifiés en comparant les temps de rétention des molécules obtenues avec les
temps de rétention des solutions standards. Les résultats de I'analyse ont été
traités a l'aide d’un logiciel 32 Karat 5.0 system. Les fractions massiques des

différents vitaméres sont exprimées en ppm selon la formule suivante :

ppm= [(axC) / (A x m)]
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Tel que :

a : I'aire de pic du tocophérol obtenu

C : la concentration du tocophérol standard
A : l'aire de pic du tocophérol standard

m : la masse de la prise d’essai de I'huile

> Dosage colorimétrique de polyphénols totaux

Les polyphénols totaux sont estimés par la méthode colorimétrique de Folin
Ciocalteu [113].

Ce dosage est basé sur la réduction en milieux alcalin de la mixture des
acides phosphotungstique (H3sPW12040) phosphomolybdique (HzPMo012040) de
réactif de Folin-Ciocalteu (de couleur jaune) par les groupements oxydables des
composés phénoliques, entrainant la formation d'un nouveau complexe
molybdéne-tungsténe de couleur bleu qui absorbe a 765 nm. L'intensité de cette

couleur bleue renseigne sur le contenu en polyphénols totaux dans le mélange.

Le dosage de polyphénols totaux est donné apres une comparaison de la
densité optique observée a celle obtenue par un étalon d’acide gallique de

concentration connue.

1 ml de réactif de Folin (10 fois dilué) est ajouté a 200 ul d’échantillon ou
standard (préparés dans le méthanol) avec des dilutions convenables. Apres 3
min, 800 ul d’'une solution de carbonate de sodium (75 mg / ml) sont additionnés
au milieu réactionnel. Le mélange obtenu est incubé a la température ambiante
pendant environ 1 h a [l'obscurité. L'absorbance est ensuite mesurée au

spectrophotometre a 765nm contre un blanc sans huile (solution de méthanol).

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I'équation
de régression de la droite d’étalonnage établie avec I'acide gallique (appendice C)
préalablement réalisée dans les mémes conditions, selon I'équation Y = ax + b.
L'absorbance est proportionnelle a la concentration, d’aprés la loi de Beer
Lambert, dont : Absorbance = a (concentration d’acide gallique en ug) + b
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Y : I'absorbance X : la concentration en phénols

La concentration est exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique par
kilogramme d’huile (mg EAG / Kg d’huile).

2.2.4. Etude des activités biologigues de I'huile d’argan

2.2.4.1. Evaluation de I'activité antimicrobienne

L'évaluation de I'activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de

diffusion de disque sur milieux solide selon le protocole décrit par [114].

Le principe de cette méthode consiste a déposer un disque en cellulose,
imprégné d’'une quantité bien définie de I'huile a tester, a la surface d’'une gélose
ensemencee avec le microorganisme a tester. Cette méthode permet la mise en
évidence de l'activité antimicrobienne, qui se traduit par la formation de zone

d’inhibition autour du disque la substance a tester [115].

e Souches microbiennes étudiées

L’activité antibactérienne d’huile d’Argania spinosa est recherchée vis-a-vis
de sept (07) souches bactéries-tests. Deux Gram positif : Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (MRSA) ATCC
43300, cing Gram négatif : Salmonella typhi ATCC 6539, Salmonella enteritidis
ATCC 13076, Pseudomonas aeruginosa ATCC 4352, Enterococcus faecalis ATCC
29212 et Escherichia coli ATCC 4157 et deux (2) levures Candida albicans ATCC
24433 et Saccharomyces cerevisiae ATCC 2601.

Les souches utilisées sont des souches de référence (ATCC) fournies par
le laboratoire central (unité de microbiologie) du CHU Frantz Fanon de Blida et le
laboratoire d’hygiene et de référence de la wilaya de Blida. D’autres proviennent
de la collection du CRD SAIDAL. Les souches ont été conservées a une

température de +4°C dans des tubes a essai contenant de la gélose inclinée.
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> Protocol expérimental

e Preparation du milieu de culture

Faire fondre les milieux de culture (Mueller-Hinton (MH) pour les bactéries
et Sabouraud pour les levures) dans un bain Marie puis couler la gélose dans les

boites de Pétri sur une épaisseur de 4mm. Laisser sécher avant 'emploi.

e Préparation de I'inoculum

A partir d’une culture pure et jeune, de 18 heures pour les bactéries et 48
heures pour les levures, sur milieu d’'isolement, racler a I'aide d’'une anse de
platine quelques colonies bien isolées puis décharger I'anse dans 5 ml d’eau
physiologique stérile de 0,9%, bien homogénéiser la suspension microbienne, son
opacité doit etre équivalalente a 0.5 Mc Farland. L'ensemencement doit se faire

dans les 15 minutes qui suivent la préparation de I'inoculum.

e Reéalisation de 'ensemencement

Tremper un échouvillon stérile dans la suspension microbienne, I’essorer en
le pressant en tournant sur la paroie interne du tube afin de le décharger au
maximum, puis frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée élosée d’un
milieu Mueller- Hinton (MH), séche, de haut en bas en stries serées. L'opération

est répétée deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois.

e Application des disques

Apres avoir imprégner les disques cellulosiques de 6 mm de diamétre avec
25ul de I'huile a tester, on dépose en pressant les disques chargés par 'huile a

I’'aide d’une pince stérile sur la surface gélosée.

e Incubation
Laisser les boites de Petri ensemencées pendant 15 min a la temperature
ambiante de 25°C, puis, les incubées dans I'étuve a 37 °C pendant 24h, pour les

bactéries, et a 25° C pendant 48h pour les levures.

Un témoin positif consiste a tester 'effet des antibiotiques sur les différentes
souches bactériennes a été utilisé. L'eau distillée a été utilisée comme témoin

négatif.
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Toute les étapes ont été effectuées dans les conditions stériles. Le test a

éteé réalisé en triplicata pour chaque souche.

e Lecture des antibiogrammes

L'apparition d’un halo autour de chaque disque traduit I'inhibition de la
croissance des bactéries et des levures. La mesure du diémeétre d’inhibition
permet d’estimer cette activité dont les souches qui présentent un diamétre du

halo (zone d’inhibition) superieure ou égal a 15mm sont dites sensibles [116].

2.2.4.2. Evaluation de I'activité anti-oxydante par DPPH

L’activité antiradicalaire de I'huile entiere a été évaluée par la mesurée de
piégeage du radical DPPH, selon le protocole décrit par FERNANDEZ-OROZC

[117]. C’est la méthode indirecte la plus ancienne.

A température ambiante, le radical synthétique 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) présente une intense coloration violette qui disparait au
contact d’'une substance donneuse de protons et se transforme en 2,2-diphenyl-1-

picrylnydrazyl (DPPH-H) de couleur jaune [117] selon la formule suivante :

DPPH+AH . DPPH H+ A’

(violet) (Jaunatre)

[l est donc possible de détecter la diminution de I'intensité de cette coloration
par spectrophotométrie. Cette décoloration met en évidence le pouvoir antioxydant
d’'un échantillon par sa capacité a piéger le radical libre dont l'intensité de la
couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents

dans le milieu a donner des protons [118].

» Protocole expérimental

- Préparer la solution de DPPH (0,004 %) par la solubilisation de 4mg de
DPPH dans 100ml de méthanol.
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- 1Iml des solutions de 'huile d’argan a différentes concentrations ou du
standard (antioxydant naturel) acide ascorbique (Vit C) sont ajoutés a 2 ml de la
solution de DPPH.

- Mesurer le contréle négatif (Iml de méthanol + 2ml de la solution
méthanolique de DPPH) a 517 nm, le contréle positif est représenté par une

solution d’'un antioxydant naturel qui est I'acide ascorbique.

- Aprés 30 minutes d’incubation a I'abri de la lumiére et a 25 °C, la lecture
de l'absorbance est faite par comparaison a un blanc préparé pour chaque

concentration, la densité optique est lue a 517 nm.
Le test de l'activité antiradicalaire a été réalisé en triplicata.

Le pourcentage d’activité antiradicalaire (AAR) est estimé selon I’équation

suivante :

% AAR = [(A pianc — A echy/ (A bianc)] % 100

A blanc : Absorbance du blanc a 517 nm

A ech : Absorbance de I'échantillon a 517 nm

La détermination de la concentration inhibitrice de 50% des radicaux (IC50)
est effectuée apres la détermination de la concentration de I'échantillon étudié
(huile et antioxydant de référence) nécessaire pour faire disparaitre 50% des
radicaux libres. Les valeurs de I'IC 50 ont été déterminées graphiquement par la

régression linéaire [119].

Tracer la courbe des pourcentages de l'activité antioxydante en fonction

des concentrations de I'’échantillon testé.

Déterminer I'équation Y = ax + b de la droite linéaire obtenue, dans laquelle
AAR % est proportionnelle a la concentration dont Y : représente AAR % et X :

représente la concentration de I'’échantillon testé.

AAR% = a (concentration de I'échantillon) + b
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2.2.5. Analyses statistigues

Les valeurs ont été exprimées en moyenne + SD (nous avons calculé les
moyennes des trois essais effectués ainsi que I'écart type). Le logiciel Minitab est

utilisé pour I'étude statistique de ce travail.

Le logiciel Excel version 365 est utilisé pour les données qui correspondent
aux parametres physico-chimiques. Les différences entre les huiles, par test
ANOVA. Les différences ont été considérées significatives a P<0,05.



RESULTATS ET DISCUSSION
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CHAPITRE 3 : RESULTATS ET DISCUSSION

Par le biais de ce travail nous nous sommes intéressés a la détermination
des caractéristigues physico-chimiques qui permet la classification de [I'huile
d’argan algérienne (de la région de Tindouf) extraite d’amandons des fruits
d’Argania spinosa par une méthode purement artisanale, de tester son activité
antimicrobienne et son pouvoir antioxydant. Ce travail de recherche a pour but la
valorisation cette essence végétale locale.

3.1. Propriétés physico-chimiques de I'huile du fruit d'argan

La caractérisation physico-chimique de l'huile d’argan a été réalisée par
'analyses des paramétres suivants : la densité, I'indice de réfraction, la couleur,
les coefficients d’extinction spécifique en UV (K232, K270), I'indice d’acide, l'indice
de peroxyde, l'indice de saponification, I'indice d’'iode et la teneur en eau et
matieres volatiles de I'huile. Les résultats de ces parameétres sont résumeés dans le
tableau 3.1.

3.1.1. La densité

La densité est considérée comme un critere de pureté de Il'huile, elle
dépend de la composition chimique des huiles et de la température [107], la valeur
enregistrée pour I'huile d’argan étudié a 20°C est de 0,927 £ 0,002 g/ml. Cette
valeur indique la richesse de l'huile d’argan en éléments minéraux et autres
composeés non lipidiques. Elle peut étre influencée par I'origine géographique des

fruits de I'arganier ou par la procédure d’extraction d’huile.

En effet, KECHEBAR a renseigné une valeur de densité de 0,914 g/ml pour
I'huile d'argan de Tindouf (Algérie) extraite par pression a froid [27], tandis que
KOUIDRI présentait une valeur de 0,912 g/ml pour une huile similaire obtenue

dans la région de Mostaganem (Algérie) [21].

L'extraction par solvant semble donner des huiles d'argan avec des valeurs
de densité plus faibles [120]. Approximativement, les valeurs de densité relative
des différentes huiles d'argan, quelle que soit leur provenance (Algérie, Maroc ou

Tunisie) et quel que soit le procédé d'extraction (extraction par solvant, ou
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extraction par pression a froid), se situent dans la fourchette 0,84-0,92 g/ml [120,
121]. Par ailleurs, la norme marocaine [67] fixe un intervalle de densité de 0,906 a
0,919 g/ml.

3.1.2. L'indice de réfraction

L'indice de réfraction de I'huile d'argan étudiée a 20°C était 1,471+ 0,001.
Ce résultat est conforme aux données de la norme marocaine [67] qui détermine
lintervalle 1,463 — 1,472 ainsi qu'aux données de la littérature : [49] qui
mentionnent une valeur de 1,4707, [122] donne la valeur 1,4853 et [121]
mentionnent une valeur del1.4685. Cela traduit le taux faible de trienes dans notre
huile d'argan étudiée ; nos résultats corroborent avec ceux obtenus par [66]. Cet
indice contribue a déceler les fraudes qui existeraient entre I'huile d’argan avec

d’autres huiles végétales comestibles [123].
3.1.3. La couleur

L'indice de couleur photométrique donne une valeur égale a 16,71, elle est
comprise dans l'intervalle 13-19. Cette Valeur correspond a une coloration jaune a
brunatre de I'huile. Ceci renseigne sur la présence des pigments dans I'huile et se
traduit probablement par sa richesse en caroténoides et en xanthophylles en plus
de la chlorophylle [107, 124].

3.1.4. Coefficients d’extinction spécifique dans UV

Un critere de qualité important pour la classification des huiles végétales est
I'extinction spécifigue a 232 nm et 270 nm de l'huile [125]. Ceci correspond au
maximum absorbance des hydro peroxydes qui résultent de I'oxydation d’'un corps
gras qui absorbent la lumiere au voisinage de 232 nm. Avec le temps lorsque
I'oxydation se poursuit, il y aura la formation des produits secondaires d’oxydation
en l'occurrence, les dicétones et les cétones insaturées qui absorbent la lumiére
vers 270 nm. Le coefficient d’extinction spécifique est déterminé par
spectrophotométrie dans l'ultraviolet et peut donc étre considéré comme une

image de son état d’'oxydation [126,127].

Les valeurs d'absorbance obtenues a 232 nm (K232) et 270 nm (K270) sont

respectivement 1,096 + 0,081 et 0,167 £ 0,015. Pour le coefficient d’extinction a
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232nm la norme marocaine ne I'a pas encore fixé. Quant a I'extinction K270 la
valeur enregistrée corrobore avec celle déterminée par la réglementation
marocaine standard [67] qui établit un coefficient d'extinction a 270 nm inférieur a

0,35 pour I'huile vierge extra et inférieur a 0,45 pour I'huile vierge courante .

Ces résultats obtenus sont de bon augure pour l'aptitude de I'huile a la
conservation ce qui nous a permis de la classer dans la catégorie des huiles extra
vierge [128].

En revanche une étude faite par Hilali et al [66] révele pour l'absorbance
obtenue a 270 nm (K270) la valeurs 0,605 pour une huile extraite
traditionnellement, tandis que KOUIDRI [21] révele des valeurs de 0,29 et 0,19
respectivement pour I'huile d’argan de Mostaganem et celle de Tindouf extraites

par solvant.

D’autre part, en comparant notre huile d’argan étudiée a I'huile d’argan
etudiée par Drouche [129], extraite au laboratoire, d'une méme région (Tindouf),
nous pouvons dire que la valeur d’absorbance obtenue a 270 nm (K270) et a 232
nm (K232) ne présente aucune différence significative (P >0,05) sous l'effet de la

méthode d’extraction.

3.1.5. Indice d’acide et acidité

L’acidité ou l'indice d’acide est un critere de qualité et de classification qui
renseigne sur I'état d’altération et de dégradation de I'huile d’argan par la
détermination du taux d’acides gras libres issus de I'hydrolyse des triglycérides
[130,65].

Les valeurs de l'indice d’acide et de l'acidité enregistrés sont de 3,346+
0,003 et 1,673 et £0,001% respectivement. La valeur d’acidité nous a permis de
classer I'huile d’argan étudiée comme huile "vierge courante" selon la norme

marocaine donc elle est consommable en I'état [67].

Les valeurs de l'acidité obtenues au cours de ce travail sont Iégérement
inférieures a celles observées par [131] ou ils enregistrent une valeur d’acidité de

I'ordre de1,8%. D’autre part, [66] ont révélé des valeurs d'acidité comprises entre
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0,14 et1,40 % avec différents types d’extraction de huiles d'argan marocaines.
Cette étude a également montré que l'acidité des huiles obtenues des amandes
torréfiées était nettement inférieure a celle obtenue a partir des huiles des

amandes non torréfiées.

Ces résultats contrastent avec ceux de [132] qui rapportent que, pour une
méme méthode d'extraction et origine géographique les fruits d'arganier montrent
une acidité plus élevée dans les huiles obtenues a partir des amandes torréfiées.
De plus, ces auteurs ont montré que l'extraction artisanale donne des valeurs
d'acidité jusqu'a quatre fois plus élevées en comparaison avec l'extraction semi-
automatique. Ce résultat est probablement di au long contact entre I'eau et la
pate d’argan qui catalyse I'hydrolyse des triglycérides de I'huile provoquant
'augmentation de I'acidité [53, 66, 133].

En outre, ils ont également souligné l'influence de l'origine géographique
des fruits d’arganier sur l'acidité de I'huile, montrant que les huiles des régions
intérieures continentales présentaient une acidité plus élevée en comparaison

avec les huiles des zones cotiéres a climat atlantique [132].

Cependant, selon [l'analyse statistique, une différence hautement
significative a été détectée (P= 0,0007) pour la valeur d’acidité de notre huile
étudiée et I'huile étudiée par [129] de la méme région de Tindouf sous l'effet de la

méthode d’extraction.

Dans l'ensemble, ces résultats divergent du rapport final de ['étude
marocaine [134] qui ne signale aucune différence significative d'acidité ni par

rapport aux traitements d’amandons, ni par rapport a la situation géographique.

3.1.6. Indice de peroxyde

L'indice de peroxyde (I.P) est un autre critére de qualité. C’est le parametre
le plus couramment utilisé pour évaluer I'état d’oxydation des huiles alimentaires, il
évalue principalement les produits primaires d'oxydation tels que les

hydroperoxydes ou les radicaux libres [135].
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La valeur de l'indice de peroxyde enregistrée de notre huile d'argan est de
4,066 + 0,520 meq O2/kg d'huile, ce qui, selon la norme marocaine, permet de la
classer comme une huile vierge, puisque cette norme fixe la valeur maximale de

|.P pour cette catégorie a 20 meq O2/kg d'huile [67].

L'auto-oxydation des lipides est l'un des processus majeurs de la
détérioration de la qualité des huiles alimentaires. Elle peut résulter d'une
mauvaise manipulation des fruits de l'arganier et des méthodes d'extraction de
I'huile, ainsi que des conditions de stockage inappropriées, avec une influence

particuliere de la lumiere et de la température.

Des valeurs élevées de peroxyde sont généralement associées au
rancissement des lipides. Dans la plupart des huiles comestibles, une saveur
rance commence souvent a étre perceptible lorsque le IP se situe entre 20 et 40
meq O2/kg d'huile [127].

Matthaus [136] a étudié la qualité des huiles obtenues a partir des amandes
récoltées et digérées par des chévres ayant été soumises a un stockage a 20 et
60 °C. Cet auteur a rapporté que la torréfaction des graines confere a I'huile une
stabilité oxydative plus élevée par rapport a celle obtenue a partir des graines non
torréfiées, ou il est enregistré une faible augmentation de la valeur de I'lP pendant
le stockage. De plus, il a mis en exergue que les huiles provenant des graines
d'argan digérées par les chévres présentaient une légere vulnérabilité quant a la
détérioration oxydative. Ainsi, aprés 35 jours de stockage a 20 °C, la plus faible
augmentation de lindice de peroxyde a été constatée pour les huiles des
amandes torréfiées extraites par la méthode traditionnelle (de 0,1 a 1,4 meq
O2/kg). L'huile extraite des amandes torréfiées par presse mécanique a montré
une augmentation de lindice de peroxyde de 0,5 a 2,8 meq O2/kg, tandis que

I'huile de graines digérées par la chevre a augmenté de 0,3 a 2,2 méq O2/kg.

De méme, une différence significative a été observée pour l'indice de
peroxyde (P= 0,005) de notre huile étudiée et celle étudiée par [129] de la méme

région (Tindouf) sous I'effet de la méthode d’extraction.
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3.1.7. Indice de saponification

L'indice de saponification d’'un corps gras informe sur la longueur de la
chaine carbonée des acides gras. Sa valeur s’accroit quand les chaines carbonées

des acides gras sont courtes [21].

La valeur de cet indice enregistrée est de 192 + 0,032mg de KOH/g d’huile.
Selon ces résultats ainsi que le classement réalisé par [107], notre huile d’argan
étudiée est classée dans la catégorie des huiles type acide oléique-linoléique en
tenant compte des indices de saponification.

La valeur de l'indice de saponification est conforme a celle décrite par la
norme marocaine [67] ou elle donne l'intervalle 189,0-199,1 mg de KOH/g d’huile.
[30] a également observé une valeur de l'ordre de 191 mg de KOH/g d’huile pour
une huile d’argan marocaine extraite par voie traditionnelle et une valeur avoisinant
les 195 pour une extraite par voie chimique. De méme [66], a travers leur étude,
evoquent que la plupart des huiles préparées de maniere traditionnelle possedent

une valeur d'indice de saponification comprise entre 192,4 et 199,6.

D'aprés ces auteurs, l'origine géographique, la torréfaction des graines et le
procédé d’extraction exercent une influence majeure sur la valeur de l'indice de

saponification de I'huile d'argan [66].

3.1.8. Indice d’iode

L'indice d’'iode se présente comme un critére de pureté, il renseigne sur le
degré d’insaturation des corps gras, plus cet indice est élevé, plus l'huile est
insaturée et elle sera plus sensible a 'oxygéne, ce qui permet d’évaluer sa facilité
a rancir. D’autre part, la valeur de cet indice permet de classer les huiles

végeétales en huiles siccatives, semi- siccatives et non-siccatives [137].

La valeur de l'indice d’iode de notre huile soit 106,359 + 0,601 gl2/100g

d’huile permet de classer cette huile parmi les huiles non siccatives, car I'indice

d’'iode est compris entre 0 a 110 gl2/100g d’huile. Cette valeur est au-dessus de

l'intervalle décrit par la norme marocaine (99 — 102) [67], mais inférieure a celle

décrite par [122]. En effet, [122] a enregistré une valeur de 136,32 gl2/100g

d’huile pour une huile d’argan de Tindouf extraite par la voie chimique. De ce fait
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et selon ces résultats nous déduisons que notre huile étudiée est bien

concentrée en acides gras insaturés.

D’aprés nos résultats et ceux de Charrouf [30], la valeur de I'indice d’iode

parait varier avec l'origine géographique ainsi que le procédé d’extraction.

3.1.9. Teneur en eau et matiéres volatiles de 'huile

La teneur en eau et matiéres volatiles de I'huile étudiée, soit 0,18 + 0,070
% corrobore avec celle de la norme marocaine [67] ainsi que le codex
alimentarius [138] qui fixe la teneur maximale a 0,2%. Ce résultat montre une
diminution de son rancissement précoce lors de sa conservation et son
stockage. Cette valeur est légerement supérieure a celle décrite par [27] (0,09

%) sur une huile d’argan extraite traditionnellement.
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Tableau 3.1 : Caractéristiques physicochimiques de I'huile d’argan étudiée

Parametres Huile d’argan de Valeurs limite
Tindouf
Densité a 20°C 0.927+0,002 0,917-0,919
(g/ml)
Indice de réfraction
1,470 1 -
3 20°C 470 +£ 0,00 1,463-1,472
Indice de couleur
photométrique 16,71 £ 0,020 -
A 232 nm 1,096 + 0,081 -
Extinction
spécifique
A 270 nm 0,167 + 0,015 < 0,45
Acidité % 1,673 £ 0,001 <25
Indice de peroxyde (meq O2/kg) 4,066 + 0,520 =20
Indice de saponification (mg KOH/g 192 + 0,032 189,0-199,1
d’huile)
Indice d’iode (gl2/100g d’huile) 106,359+ 0,601 99,0-102,0
Teneur en eau et matieres volatiles % 0,18 + 0,070 <0,2

3.2. La composition chimique de I'huile d’Argania spinosa

Les huiles végétales y compris I'huile d’argan se composent essentiellement

d’'une fraction saponifiable composée d’acides gras arrangés sous forme de

triglycérides et une fraction insaponifiable qui rassemble des substances mineures

diverses tels que les glucides, les stérols, les antioxydants et les polyphénols

[139].
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3.2.1. La fraction saponifiable

3.2.1.1. Détermination des acides gras

a. Par la CGP-FID

Les résultats de la composition en esters méthyliques d'acides gras de
I’huile d'argan de Tindouf obtenue traditionnellement et analysée par GC-FID, sont
présentés les résultats dans le tableau 3.2 et figurent dans le profil

chromatographique (Figure 3.1).

L'acide oléique est le principal acide gras (44,71 %), suivi par un
pourcentage important d'acide linoléique (33,78 %) et d'acide palmitique (13,20
%), et un pourcentage minoritaire mais significatif d'acide stéarique (6,58 %).
Ainsi, il existe une nette prédominance des acides gras insaturés (79,06%) par

rapport aux acides gras saturées (20,56%).

FID1 A Front Signal (FAMES_MSWEAME-SOIMIAIMANE 291117 2017.11.29 11.07.26\ARGAN 2.0)

" 3
M d d
; ¢
E o
B
A

25+ : ¢

ax

15+

10+
e
@ 8
g : o o
- s - Yo ] @
-
‘- 9 S8 = 3 =3 b z
§ %5 = O 3 <
&, © " -® 2
w o wn - . 2 a
g3 || &8 ¢ g R R § &
: ol T 0SS B LI SN LN 5B
-5 - - : - - -
{4 5 10 15 20 25 il

Figure 3.1 : Profil chromatographique de CPG-FID de I'analyse des acides gras
de I'huile d’argan
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Parmi les acides gras insaturés, nous avons remarqué la présence de
petites quantités d'acide palmitoléique, d'acide heptadécénoique, d'acide a-
linolénique et d'acide gadoléique. Néanmoins, il est & souligner que les acides
myristique, arachidique, béhénique et lignocérique ont également été identifiés
parmi les acides gras saturés. Ainsi, la teneur totale en AGMI est supérieure a
45 % et la teneur totale en AGPI est proche de 34 %.

Tableau 3.2 : Le pourcentage des acide gras de 'huile d’argan

Acide gras Nomenclature Pourcentage %
CPG-FID| CG-MS
C14:0 Acide myristique 0,12 0,15
C16:0 Acide palmitique 13,2 14,19
Cl6:1 Acide palmitoléique 0,15 0,13
Cl7:1 Acide margaroléique 0,28 -
C18:0 Acide stéarique 6,58 6,86
Cc18:1 Acide oléique 44,71 44,66
C18:2 Acide linoléique 33,78 28,36
C18:3 Acide a-linolénique 0,09 -
C20:0 Acide arachidique 0,45 0,52
C20:1 Acide Gadoléique 0,05 -
C22:0 Acide béhénique 0,14 0,25
C24:0 Acide lignocérique 0,07 0,60
YAGMI 45,19 44,79
>AGPI 33,87 28,36
YAGS 20,56 22,57
Total 99,62 95,73
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b. Par la CG-MS

La chromatographie couplée a la spectrophotométrie de masse nous
a permis d'identifier plus de 95% de la composition en acides gras de I'huiles
d'argan analysée. Les résultats sont représentés dans le tableau 3.2 et figurant
dans les profils chromatographiques (figure 3.2).

Les acides gras insaturés (AGI) sont prédominants avec environ
80% des acides gras totaux, I'acide oléique et linoléique sont les deux principaux
composés de 'huile avec les pourcentages respectifs de 44,66% et 28,36%. Le
troisieme et le quatriéme acide gras principaux détectés dans I'huile d'argan sont
I'acide palmitique (14,19%) et I'acide stéarique (6,86%) qui sont des acides gras

satureés.
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Figure 3.2 : Profil chromatographique de I'analyse des acides gras par la CG-MS
de I'huile d'argan
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Il est a noter que l'acide palmitoléique, acide gras insaturé a été
identifié avec un pourcentage trés faible .Nous avons également enregistré des
taux tres faibles de certains acides gras saturés en l'occurrence, I'acide

lignocérique, I'acide arachidique, I'acide béhénique et I'acide myristique.

Cette composition en acides gras est conforme a celle présentée
dans la littérature [43,66,30,140], bien qu'elle présente des particularités,
probablement dues a des facteurs, notamment les conditions climatiques dans
lesquelles poussent les arbres. Certains chercheurs ont noté que le pourcentage
d'acide linoléique dans les huiles d'argan peut augmenter avec l'altitude, tandis
gue le taux d’acide oléique semble augmenter avec le taux de précipitations
[49,70].

La richesse de I'huile d’argan en acides gras insaturés (environ 80%)
lui confere un effet émolliant et revitalisant trés important. En effet, ces acides
s’introduisent dans la composition des phospholipides membranaires dont ils
nourrissent et hydratent la peau [53]. Ces propriétés revitalisantes, dues surtout a
la teneur importante en acide linoléique, ont été mis en évidence in vivo chez des
animaux de laboratoire sous un régime alimentaire pauvre en acides gras
essentiels. Le traitement par I'huile d’argan accélére la reconstitution du stratum

corneum des le 4™ jour de I'expérimentation [131].

Les facteurs génotypiques et les procédés d'extraction de ['huile
peuvent également étre responsables de ces variations de la composition
chimique de I'huile [66,30,65]. [121] ont étudié une huile d'argan extraite a partir
d'amandes non torréfiées de la région de Tindouf extraites au n-hexane par
Soxhlet. Leurs résultats montrent une teneur en acide oléique de 52,6 % et un
taux d'acide linoléique de 18,1 %. Ces données mettent en avant que le procédé

d’extraction de I'huile peut influencer sur la composition finale de I'huile.

Plusieurs études évoquent que les acides gras des huiles
alimentaires peuvent jouer un r6le positif ou négatif dans la prévention et le
traitement des maladies. Ainsi, I'étude de [141], a laquelle 135 335 personnes de
18 pays ont participé ou, il a été évalué la consommation des graisses totales et

des graisses saturées il a été trouvé qu’il N’y avait pas de relation significative
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avec la mortalité totale ou a l'installation des maladies cardiovasculaires. D'autre
part, des différences ont été montrées par rapport aux effets d'acides gras saturés
a longue chaine spécifiquement sur le profil lipidique, bien qu'il ne soit pas clair si
les effets particuliers se traduisent par des différences dans le risque des maladies
cardiovasculaire [142]. Les acides laurique, myristique et palmitique semblent étre
impliqués dans l'augmentation des concentrations plasmatiques de cholestérol
LDL, tandis que l'acide stéarique pourrait réduire le cholestérol total et le rapport
cholestérol total/HDL, bien qu'il n'affecte pas le cholestérol HDL [143]. D'autres
auteurs ont rapporté que l'apport d'acide stéarique a un effet neutre sur les
concentrations plasmatiques de cholestérol total, de LDL et de HDL [144]. De
méme, la contribution de l'acide oléique ayant un effet cardio-protecteur est
encore débattue et aucune conclusion définitive n'a été tirée [145,146]. L'apport
d'acide oléique a éteé lié a I'amélioration du profil lipidique plasmatique, au maintien
d'un poids corporel sain, a la prévention du dysfonctionnement mitochondrial et a
I'insulinorésistance [147]. L'acide oléique est connu pour sa contribution a la
réduction du taux de cholestérol total plasmatiques et du cholestérol LDL et,
potentiellement, le risque d'athérosclérose [148]. Certains auteurs [149] soulignent
gue la substitution des acides gras saturés par I'acide oléique réduit le cholestérol
total et le LDL. De plus, il a été souligné que le remplacement des glucides par
I'acide oléique diminue les TGs et le cholestérol LDL et donc la réduction du risque

cardiovasculaire.

La composition en acides gras a été évaluée pour déterminer le
potentiel nutritionnel et pharmacologique des aliments gras. Plusieurs indices
basés sur les acides gras ont été développés ces dernieres années pour décrire
les implications des acides gras sur la santé [150]. Parmi eux, lindice
d'athérogénicité (IA) et I'indice de thrombogénicité (IT) sont les plus couramment

utilisés. Les deux indices, IA et IT, ont été développées par [151] comme suit :
IA=[C12:0 + (4 x C14:0) + C16:0)/Z AGI

IT =(C14:0 + C16:0 + C18:0)/[(0.5 x Z AGMI) + (0.5 xZw-6 AGPI)+ (3 x Zw-3
AGPI) + (w-3 / w-6)]
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Notre huile d'argan présente des valeurs IA et IT de 0,17 et 0,50
respectivement, soutenant qu'elle pourrait étre recommandée comme une huile
saine avec le potentiel de protéger de I'obésité, I'insulinorésistance et le syndrome
métabolique.

3.2.1.2. Détermination des triglycérides

L'analyse des triglycérides (TG) de notre huile d'argan a été réalisée par
HPLC (Figure 3.2). Cette analyse nous a permis d’identifier douze composés bien
corrélés avec la composition régnante en acides gras. (Tableau 3.3). Les cinqg TG
majoritaires sont le OOL (15,78%), LLO (14,55%), SLL (11,95%) ; POO (11,20%)
et OO0 (11,04%).
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Figure 3.3 : Composition de I'huile d’argan en triglycérides

La comparaison de nos résultats avec d'autres études [21,49,70,152]
confirme la présence et la prédominance de OOL, LLO, POO et OOO dans des
huiles d'argan de différentes origines géographiques, bien qu'avec des différences

en pourcentage. En revanche, nous avons identifié le SLL comme le troisieme TG
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le plus abondant, avec un taux de 11,95 %. Ce TG semblait absent dans les huiles
d’argan analysées par [70,152] ou bien il était enregistré comme un composé
mineur (4,4%) pour [122] et (1,52%) pour [153]. Nous avons également déterminé
une teneur mineure mais significative en LLL (7,74%), également identifiée dans

I'huile d'argan analysée par [70] et [66].

Les triglycérides non majoritaires sont essentiellement : LDL (7,74%), PLL
(6,45%), SOL (4,99%), SSL (4,67%), POL (3,22%), POS (3,01%), SOO (1,96%) et
PPL (1,62%).

Tableau 3.3 : Composition de I'huile d’argan en triglycérides (%)

TGs Huile d’argan étudiée Kouidri, 2008 Maurin, 1992
LLO 14.55 11.98 13.6

LLL 7.74 2.90 7.4

OOL 15.78 15.51 -

000 11.04 12.08 12.8

SLL 11.95 - -

SOL 4.99 - 3.0

SSL 4.67 - -

SO0 1.96 8.29 3.4

POO 11.20 16.84 -

POS 3.01 3.15 1.8

PLL 6.45 4.22 -

POL 3.22 12.61 13.6

PPL 1.62 2.42 1.6

O: oleic acid L: linoleic acid P: palmitic acid S : stearic acid

La distribution des acides gras au niveau des molécules des triglycérides
est particuliere et tres spécifique en comparaison avec la composition en acide
gras seule. De ce fait la caractérisation de la composition en triglycérides est
considérée parmi les fondements essentiels pour bien déterminer l'identification

d’'une huile végétale comestible [154].
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Ces différences dans I'analyse qualitative et quantitative des TG de I'huile
d'argan pourraient étre attribuées a des parametres liés aux facteurs
génotypiques, aux conditions environnementales dans lesquelles pousse

I'arganier ou a la méthode d'extraction de I'huile [66,70,65].

3.2.2. La fraction insaponifiable

La fraction insaponifiable représente une fraction mineure des huiles
végétales qui ne dépasse guere les 2% en générale, cependant elle regroupe
plusieurs constituants [155, 107].

Dans cette étude, il a été observé une valeur de 0,99 % de la matiére
grasse de I'huile d’argan. Nos résultats corroborent avec ces données et celles
trouvés dans différentes études faites par [30,70,55]. D’autre part, [156] et [129]
ont enregistré des valeurs del,30% et 1,53% respectivement pour une méme
varieté de Tindouf avec une extraction par soxhlet. De ce fait la méthode
d'extraction s'est avérée influer sur la quantité d'insaponifiables dans ['huile
d'argan [66].

> Détermination des tocophérols

Les tocophérols font partie des composés les plus intéressants de la
fraction insaponifiable de I'huile d'argan, en raison de leurs puissants effets
antioxydants et de I'activité de la vitamine E. lIs sont largement distribués dans les

plantes et conferent a l'huile d'argan une grande valeur nutritionnelle et

thérapeutique pour 'hnomme [53,36].

L'analyse des tocophérols de notre huile d'argan élaborée a partir
d'amandes torréfiées par la méthode artisanale a été réalisée par HPLC (figure
3.3). La teneur totale de tocophérols enregistré était 750,52 mg/kg d'huile. C'est
une valeur significativement plus élevée que celles déterminées pour les huiles

marocaines, qui varient habituellement entre 630 et 660 mg/kg d'huile [42].
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Figure 3.4 : Profil chromatographique des tocophérols de I'huile d’argan

L'analyse nous a également permis d'identifier et de quantifier les
différents vitameres des tocophérols (Tableau 3.4). Le y-tocophérol était le
vitamere majoritaire avec une teneur de 640,79 mg/kg d'huile, suivi de a-
tocophérol avec une teneur de 75,23 mg/kg d'huile et de &-tocophérol avec 34,49

mg/kg d'huile. Le B-tocophérol n'a pas été détecté au sein de notre échantillon
d'huile d'argan.

Tableau 3.4 : La teneur de I'huile d’argan en tocophérols

a-Tocopherol B-Tocopherol y-Tocopherol &6-Tocopherol Total

mg/kg 75.23 0.00 640.79 34.49 750.52
oil
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D'un point de vue nutritionnel, I'huile d'argan vierge est une source tres
riche en tocophérols ; en comparaison avec I'huile d'olive, dont les teneurs varient
entre 300 et 450 mg/kg d'huile [56,157], bien que la répartition des vitameres soit
différente. Dans I'huile d'argan, le principal tocophérol est le y-tocophérol qui
constitue environ 85 % des tocophérols totaux, avec environ 10 % d'a tocophérol,
tandis que pour I'huile d'olive vierge, I'a-tocophérol peut représenter 90 a 95 %
des tocophérols totaux, le B et le y tocophérol représentent environ 10% et une
treés faible teneur de &-tocophérol [158]. Certains auteurs affirment I'absence de
O-tocophérol dans I'huile d'olive [65, 6].

Les tocophérols sont de puissants antioxydants dans le domaine des
lipides, a la fois in vitro (graisses et huiles alimentaires) et in vivo (membranes
biologiques, lipoprotéines et tissus) [159,160, 161]. Le y-tocophérol diminue le
superoxyde, les peroxydes lipidiques et lI'ox-LDL dans les artéeres des rats
Sprague Dawley [162]. Il a significativement augmenté l'activité NOS et les nitrites
plasmatiques et a également amélioré les activités endogenes de SOD et de la
glutathion peroxydase chez les rats spontanément hypertendus (SHR) [163]. Ces
effets antioxydants sont cohérents avec le rbéle de la vitamine E en tant
gu’'activateur de Nrf2 [164]. L'a-tocophérol a efficacement réduit les radicaux
hydroxyles et superoxydes, De plus, il a éliminé les peroxydes dans différents
modéles animaux [165] et il a augmenté également la production de NO [166].
Dans des expériences sur des souris, l'a-tocophérol a amélioré

I'hypertriglycéridémie, la résistance a l'insuline et la stéatose hépatique [165].

Les tocophérols agissent aussi contre linflammation. Le y-tocophérol
bloque l'activité COX et diminue la synthese des prostaglandines E2 (PGE2) [167].
De méme, I'a-tocophérol inhibe la PKC, la 5-LOX et la PLA2, et active la PP2A et
la DAG kinase [168]. Il réprime l'activation du facteur nucléaire-kB (NFkB), ainsi
gue la biosynthése des cytokines pro-inflammatoires et des molécules d'adhésion
[169].

Chez I'homme, les preuves des effets de la vitamine E sur les troubles
métaboliques ne sont toujours pas observées. Certains essais ont montré que la
vitamine E améliore la dyslipidémie aussi bien chez les patients sous MetSyn

[170] que chez les diabétiques [171]. De plus, les tocophérols améliorent le
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controle glycémique [172], diminuent I'hypertension [173] et augmentent la
capacité antioxydante [174]. Des études de cohorte et RCT ont montré une
association inverse entre la vitamine E et le risque de cardiomyopathie ischémique
[175], d'accident vasculaire cérébral [176], maladie coronarienne [177], infarctus
du myocarde [178] et de déces par une insuffisance cardiaque [179].

> Dosage colorimétrique de polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux de l'huile d’argan a été réalisé par la
méthode colorimétrique au  Folin-Ciocalteu. A travers ce dosage
spectrophotomeétrique nous avons pu déterminer la concentration des polyphénols
totaux en se référant a la courbe d’étalonnage, les valeurs obtenus ont été
exprimés en mg d’équivalent d’acide gallique par kg d’huile. Les résultats révelent

une teneur de 51,01+ 0,04 mg/kg d’huile.

La concentration des composés phénoliques dosée est comparable aux
résultats présentés par [140, 180, 135] ou ils ont montré des teneurs de 58,57
mg/kg, 52,36 mg/kg, 56,2 mg/kg et 50,01 mg/kg respectivement. Cependant, [42]
ont révélé une concentration nettement plus faible (5 mg/kg). D’autre part [129] a
trouvé une concentration nettement supérieure a notre résultats estimée del63,79

mg/Kkg.

Cette variabilité enregistrée des concentrations en polyphénols peut étre
attribuée a la température et au temps de torréfaction des amandes, de méme la
quantité d’eau utilisée I'hors de I'extraction et les conditions de stockage peuvent

influencer les teneurs en ces composés [129, 181].

L'huile d’argan est relativement pauvre en polyphénols par rapport aux
autres huiles végétales telles que I'huile d’olive qui enregistrent un taux de 133
mg/kg. Toutefois, leur présence reste intéressante car ces composés contribuent
activement a sa stabilité, en améliorant sa résistance a I'auto-oxydation, assurant
également une longue conservation pour I'huile. D’autre part, ces polyphénols sont

ainsi responsables du godt particulier, a la fois amer et fruité de cette huile [182].
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La diversité structurale de la famille des polyphénols qui sont connus
comme des molécules biologiquement actives valorisent I'huile d’argan en raison

de leurs effets anti-inflammatoires, analgésiques et cicatrisant.

3.3. Etude des activités biologiques de I'huile d’argan

3.3.1. Résultats de I'activité antimicrobienne

L’huile d’Argania spinosa a été testé in vitro par la méthode de diffusion sur
milieu solide afin d’évaluer son effet antimicrobien sur neuf microorganismes dont

sept souches bactériennes et deux levures.

Les résultats obtenus représentées par la figure 3.5 montre une absence
totale de zones d’inhibitions pour les neuf souches testées en I'occurrence
Staphylococcus aureus, MRSA, Salmonella typhi, Salmonella enteritidis,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Candida

albicans et Saccharomyces cerevisiae.
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Figure: 3.5 : Antibiogramme sur milieu solide de I'huile d’Argania spinosa

Cette absence de zone d’inhibition autour des disques pour les bactéries et

les levures, indique I'absence de l'activité antimicrobienne de I'huile d’argan.

Ces résultats sont en-accord avec ceux obtenus par [140]. La faible teneur
en molécules ayant un effet antimicrobien, surtout les polyphénols, au sein de
cette huile explique I'absence de ce pouvoir inhibiteur. Cela peut ouvrir plusieurs
perspectives concernant son application dans le domaine alimentaire et son
utilisation comme un compliment alimentaire naturel sans qu’elle altére la flore

microbienne intestinale.
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3.3.2. Résultats de I'activité antioxydante

L'activité antioxydante de I'huile d’argan a été analysée par le test de

piégeage du radical libre DPPH.

Cette technique nous a permis d’exprimer I'lC50, qui est inversement lié a
la capacité antioxydante d’une huile. C’est-a-dire plus la valeur de I'lC50 est faible

plus I'activité antioxydante est importante.

Les valeurs obtenues ont permis de tracer les courbes de variations des
pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction de la concentration en huile
ou en antioxydant de référence (figures 3. 6 et 3. 7). Il semble que le pourcentage
d’inhibition du radical libre augmente avec I'augmentation de la concentration en
huile ou en acide ascorbique qui est I'antioxydant de référence. Les valeurs IC50

ont été calculées a partir des équations des courbes.

Concentration mg/ml

Regression de % inhibition par concentration de
I'huile d'argan (mg)

(R = 0,996)

% Inhibition

0 20 40 G0 80 100

Figure 3.6 : Pourcentage d’inhibition de I'huile d’Argania spinosa



Regression de pourcentage inhibition % par I'acide
ascorbique (mg)
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Figure 3.7 : Pourcentage d’inhibition de I'acide ascorbique
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Comme le montre la figure 3.8 I'antioxydant de référence, acide ascorbique

a montré une activité anti-radicalaire puissante témoignée par une valeur d’ICso

égale a 0,120 = 00 mg/ml. L’huile d’argan testée a donné une valeur de I'lC50 de

64.136 £ 0.341 mg/ml. Cette valeur est plus élevée par rapport a la valeur d’IC50

de la référence, I'acide ascorbique. [140] a enregistré une valeur d'IC50 plus

élevée en comparaison a celle obtenue dans notre travail qui est de I'ordre de 132

mg/ml, alors que [156] a obtenu des valeurs meilleures qui varient del4,20 a

16,85 mg/ml.
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Figure 3.8 : Les valeurs de I'lC50

La faible teneur en fraction insaponifiable de I'huile d’argan notamment les
tocophérols et les polyphénols peut expliquer I'effet antioxydant qui se montre trés
faible en le comparant avec I'antioxydant de référence, 'acide ascorbique. D’autre
part, selon [122] les composés phénoliques présentent la plus grande activité
antioxydante vis-a-vis du radical stable DPPH, cela nous permet de déduire que la
faible activité antioxydante enregistrée pour I'huile entiere est peut-étre due aux
lipides qui masquent ces composés phénoliques. Il est a noter que, cette huile
aide a maintenir les défenses naturelles de I'organisme contre plusieurs maladies
liées au stress oxydatif, comme les maladies cardiovasculaires, les cancers et les

processus inflammatoires [78].
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CONCLUSION

La présente recherche s’inscrit dans le cadre des travaux de recherche du
laboratoire de recherche de biotechnologies, environnement et santé (université
Blida 1). Elle vise la valorisation et la préservation de I'arganier (Argania spinosa
(L.) Skeels) algérien endémique de Tindouf et essentiellement d’intensifier la
valeur de la fameuse huile d’argan algérienne extraite traditionnellement des
graines de cet arbre a travers une caractérisation de sa qualité physico-chimique.
Pour cela, une étude de sa composition chimique et ainsi qu’'une évaluation de

guelques activités biologiques ont été réalisées.

Pour la caractérisation des paramétres physiques (densité, indice de
réfraction, couleur et extinction spécifique dans I'UV) et chimiques (indice d’acide,
indice de peroxyde, indice de saponification, indice d’iode, la teneur en eau et en
matiere volatiles) de I'huile d’argan de Tindouf extraite traditionnellement, dans
lensemble, ils répondent aux normes marocaines. Or nous enregistrons une
légere élévation de la valeur de la densité. Une différence significative de l'acidité
a été détecté en comparant I'huile analysée extraite traditionnellement des
amandons torréfiees a une huile extraite des amandons torréfiées par une
extraction chimique d’'une méme région géographique (Région de Tindouf). Ce qui
nous permettra de dire que la méthode d’extraction influence sur la qualité de

I'huile.

En tenant compte les paramétres de classification des huiles d’argan en
'occurrence, I'acidité, lindice de peroxyde et I'extinction spécifique a 232 nm et
270 nm, nous pouvant classer I'huile analysée dans ce travail comme une huile

« vierge « courante .

Quant a la fraction saponifiable, les analyses ont dévoilé que [I'huile
analysée est de type oléique-linoléique grace a sa richesse en acides gras
insaturés (44,66% et 28,36% respectivement). Cette valeur importante d’acide
linoléique, dit essentiel, rend I'huile d’'une meilleure qualité alimentaire. Les acides
gras saturés sont représentés essentiellement par l'acide palmitique (14,19%) et

I'acide stéarique (6,86%). Pour les triglycérides, parmi les 12 composés détectés
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les cinqg TG majoritaires qui sont le OOL (15,78%), LLO (14,55%), SLL (11,95%) ;
POO (11,20%) et OO0 (11,04%), confirme le type oléique linoléique de 'huile.

D’autre part la faction insaponifiable de I'huile d’argan qui représente 0,99%
uniquement, comporte des composés mineurs mais d’une valeur nutritionnelle et
thérapeutiques majeurs tels que : les tocophérols et les polyphénols.

- Les tocophérols expriment des valeurs relativement considérables (750,52
mg/kg d'huile). Cette détermination nous a permis de fractionner et
d’identifier 03 tocophérols qui sont le y-tocophérol, le a-tocophérol et le 6-
tocophérol avec la prédominance caractéristique de y-tocophérol avec un
taux de 640,79 mg/kg de I'huile.

- Le dosage colorimétrique des polyphénols a montré un faible taux de ces
composés (51,01+ 0,04 mg/kg) mais qui confére a [Ihuile un role

remarquable.

L’étude de I'activité antimicrobienne révele 'absence des zones d’inhibitions
autour les disques. Ainsi, l'huile étudiée n’inhibe pas la croissance des
microorganismes testés en I'occurrence les bactéries Gram + et Gram - ainsi que
les levures. Le test DPPH a révélé que l'huile de Tindouf obtenue
traditionnellement présente un pouvoir antioxydant qui permet son utilisation dans

différents domaines.

A la lumiere de ces résultats, I'huile d’argan de Tindouf extraite d’une
maniere artisanale est comparable aux huiles commercialisées. Son profil tres
original traduit son utilisation traditionnelle par les autochtones comme une huile
comestible. Par ailleurs, I'absence d’une action antimicrobienne de cette huile, ce
qui est le cas de la majorité des huiles végétales comestibles, ouvrent plusieurs
perspectives sur son effet sur la microflore intestinale et son application comme

additif alimentaire a I'avenir.

Cette huile oléique-linoléique vierge trés riche en tocophérols est
caractérisée par un faible coefficient d’extinction spécifique et un faible indice de
peroxyde avec des qualités diététiques importantes. Cette huile mérite d’étre

valorisée dans une vision de développement durable.
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APPENDICE A

Liste des symboles et des abréviations

AGI : acide gras insaturé

AGMI : acide gras monoinsaturé

AGPI : acide gras polyinsaturé

ATCC : American Type Culture Collection
AVC : Accident Vasculaire Cérébral

C° : degreés Celsius

CG-MS : chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de

masse

HPLC : chromatographie liquide a haute performance
cm : centimétre

COX : cyclooxygénase

CPG-FID : chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a
ionisation de flamme

DAG : Diacylglycerol

DPPH : 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
FAME : fatty acid methyl ester

g : gramme

h : heure

ha : hectare



HDL : hight density lipoprotein
I.LA : indice d’acide

l.I': indice d’'iode

I.P : indice de peroxyde

I.R : indice de réfraction

.S : indice de saponification
IA : I'indice d'athérogénicité

IC50 : Concentration effective de I'antioxydant qui correspond a une réduction de

% 50 de l'activité du DPPH dans le milieu réactionnel
IT : l'indice de thrombogénicité
kg : kilogramme

Km : kilométres

| @ litre

LDL : Low Density Lipoprotein
5-LOX : 5-lipoxygénase

m : metre

Me : milléquivalent

mg : milligramme

MH : Mueller-Hinton

min : minutes

ml : millilitres

N : normalité



NO : Oxyde nitrique

NOS : oxyde nitrique synthétase (Nitric Oxide Synthase)
Nrf2 : Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2

ox-LDL : LDL oxydées

PGE2 : prostaglandines E2

PKC : protéine kinase C

PLA2 : Phospholipases A2

PP2A : Protéine phosphatase 2

ppm : parts per million

RP-HPLC : chromatographie liquide a haute performance- phase inversée
SHR : spontaneously hypertensive rats (SHR)

SOD : Superoxyde dismutase

TE : teneur en eau et matiéres volatiles

TG : triglycéride

UV : ultraviolet



APPENDICE B

Instruments, Appareillages et Réactifs Utilisés

o Verreries et consommables

Pince

Ecouvillon en coton
Pipettes pasteur
Micropipette

Boite de Pétri

Poire d’aspiration
Portoirs pour les tubes

Tubes a essai

Appareillage

Etuve

Bec Bunsen
Densitometre

Plaque Chauffante
Réfrigérateur
Balance de précision
Microscope

Appareil de
chromatographie CPG-
FID Agilent 7890 B
(Agilent technologies,
USA)

Papier filtre

Fioles ,Erlenmeyers et
entonnoirs

Eprouvette graduée
Ballon

Disques a imprégneés
Embouts

Bécher

Appareil de
chromatographie en
phase gazeuse Hewlett
Packard Agilent 6890
plus, couplé avec le
spectrometre de masse
Hewlett Packard Agilent
5973

Appareil de
chromatographie PR-
HPLC (Agillent
Technologies 1260 Infinity,
USA)



o Solvants, Solution stérile et réactifs

Acide chlorhydrique

DPPH

Hydroxyde de potassium

Eau distillée

Eau physiologique stérile
Ethanol

Hydroxyde de potassium KOH
Phénolphtaléine

Acide acétique

Chloroforme

Carbonate de sodium

o Compositions des milieux de cultures

Folin-ciocalteu

Méthanol

Acide ascorbique
L'iodure de potassium Ki
Thiosulfate de sodium
Acide gallique

Sulfate de sodium anhydre
Cyclohexane

Acide acétique
Chloroforme

Réactifs de Wijs

Milieu Mueller Hinton

Infusion de viande de beeuf 300¢g

Hydrolysat de caséine 175¢

Amidon 15¢g

Agar 179

Eau distillée 1000 g
Milieu Sabouraud pH=6.0

Peptone 10g

Glucose massé 20 ¢

Agar-Agar 159

Eau distillée (qsp) 1000 g

Vitamine et facteurs de croissance

Gélose nutritive pH=7.0



Extrait de viande 10g

Extrait de levure 25¢g
Peptone 59
Chlorure de sodium 59

Agar 159
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APPENDICE C
Courbes

Courbe d’étalonnage ‘Acide gallique’
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Appendice D

Analyse statistique

o Analyse de la variance

A |Indice d’acide

4 Analyse de la variance
Degrés Somme des
Source de liberté carrés Carré moyen Rapport F Prob. > F
methode d'extraction 1 0,94584675 0945847 1351210 00007
Erreur 2 0,00140000 0,000700
Total corrigé 3 094724675

4 Moyennes pour ’'ANOVA a un facteur
Erreur Limite de confiance Limite de confiance

Niveau Nombre Moyenne standard inférieure 95%  supérieure 95 %
Chimigue (CH) 3 055000 001528 04843 06157
Traditionnelle (M1) 1 167300 0,02646 1,5592 1,7868
L'erreur standard utilise une estimaticn groupée de la vanance de

I'erreur.

A Indice de peroxyde

4 Analyse de la variance
Degrés Somme des
Source de liberté carrés Carré moyen RapportF Prob. > F
methode d'extraction 1 6,108%870 6,10899 1818151 0.0035°
Erreur 2 0,0672000 0,03360
Total corrigé 3 61761870

4 Moyennes pour I'ANOVA a un facteur
Erreur Limite de confiance Limite de confiance

Niveau Nombre Moyenne standard inférieure 95 % supérieure 95 %
Chimique (CH) 3 692000 0,10583 6,4647 7,3753
Traditionnelle (M1) 1 406600 0,18330 32713 48547

L'erreur standard utilise une estimation groupée de |a variance de
I'erreur.



A Coefficients d’extinction spécifique dans UV

v A232nm
4 Analyse de la variance
Degrés Somme des
Source de liberté carrés Carré moyen RapportF Prob. > F
methode d'extraction 1 0,02448033 0,024480 04361 05769
Erreur 2 011226667 0,056133
Total corrigé 3 0,13674700

4 Moyennes pour I'ANOVA a un facteur

Erreur Limite de confiance Limite de confiance

Niveau Nombre Moyenne standard inférieure 95 %
Chimique (CH) 3 127667 0,13679 0,68811
Traditionnelle (M1) 11,0960 0,23692 0,07660
L'erreur standard utilise une estimation groupée de la variance de
l'erreur.
v 270 nm
4 Analyse de la variance
Degrés Somme des

Source de liberté carrés Carré moyen Rapport F Prob. > F

methode d'extraction 1 0,00081675 0000817  1,1668 10,3930

Erreur 2 0,00140000 0,000700

Total corrigé 3 000221675

4 Moyennes pour 'ANOVA a un facteur
Erreur Limite de confiance Limite de confiance

Niveau Nombre Moyenne standard inférieure 95 %  supérieure 95 %
Chimigue (CH) 3 0200000 001528 0,13428 0,26572
Traditionnelle (M1) 1 0167000 0,02646 0,05316 028084

L'erreur standard utilise une estimation groupée de la variance de
|'erreur.

supérieure 95 %
1,8652
21154
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