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Résumeé :

La dégradation des lipides par I'oxygéne molécalast la cause majeure de la détérioration des
aliments pendant le stockage et le traitement tigeren Cette dégradation se manifeste au niveau
organoleptique, nutritionnel et hygiénique. A fia stabiliser les lipides, on a recours a certains
antioxydants naturels ou synthétiques. Il existe dorte tendance a limiter les composeés
synthétiques malgré leur efficacité prouvée en strikel alimentaire, suspectés de toxicité. De ce
fait, on s’intéresse de plus en plus a l'utilisatidantioxydants naturels incorporés aux huiles.
Dans ce travail, les composés phénoliques (CP)esdrdits a partir des olives vertes (pulpe), des
feuilles de la variét€hamlalet a partir des margines issues des industriégsotdé. Ces CP sont
utilisés en tant qu'antioxydant naturel, ainsi dee acides cafféique et gallique, la vanilline et
I'oleuropéine. Deux concentrations (100 et 200 mpAdont additionnées a deux huiles végétales :
huile d'olive (HO) et huile de tournesol (TS). Lydation de ces huiles est étudiée a une
température de 180°C en présence de pomme dectenme aliment de friture et en son absence
suivant dix cycles de 15 min chacun. Cette oxydagst suivie par la mesure de lindice de
peroxyde (Ip), 'absorbance a 530 nm, l'acidité),(le changement du contenu phénolique et
I'évolution de la capacité anti oxydante par ld tiss 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Les
résultats obtenus montrent que les huiles conterded antioxydants ont subi une détérioration
moins accentuée que celles des témoins (sansdigntioxydant). En effet, apres chauffage, les
valeurs des différents parametres analysés dem&iriesont : [p=18meq d £kg, 1a=9%, D@30
nmy=0,750 et la capacité antioxydante est de 33 %oultad’extrait phénolique des margines a 200
mg/kg a contribué a une meilleure stabilité oxiatLes valeurs des différents parametres
analysés sont plus faibles par rapport aux valelisnus a partir des témoins ; ces valeurs sont :
Ip= 10méq d'Q/kg, 1a=0,45%, D@z0nmj=0,210, contenu phénolique a diminue (147,7 mgéktQ)
par conséguence, réduction de la capacité antiokgd®5,3%). Les valeurs de ces paramétres
apres chauffage de HO sont: Ip=34,8meéqAKQ 1a=3,5%, D@30 nmi1,217, concentration des
CP égale a 314 mg/kg et le pourcentage d’inhibidarDPPH est de 34,9%. Les valeurs de ces
parametres apres l'addition de l'extrait de margisent : Ip= 16,2méq dfkg, la=2,86%,
DOs30nmj=0,630. En paralléle, il s’est produit des rédudtide contenu phénolique (705,6mg/kg)
et de la capacité antiradicalaire (78,45%). L'acdé&éique semble étre plus efficace que l'acide
gallique pour empécher la dégradation oxydativehdées. Les valeurs des différents paramétres
analysés aprés I'ajout de l'acide cafféique souos fhibles que celles obtenus a partir des huiles
témoins. Apres l'ajout de I'acide cafféique a 200/kg, les valeurs obtenues avec 'huile de TS
sont : Ip= 11méq d'&kg, 1a=0,56%, DOsz0nmi=0,41 et le pourcentage de réduction du DPPH
égale a 59%. Les valeurs obtenues avec I'huilelvd’sont : Ip=24méq d'gkg, 1a=2,98%,
DOs320nm=0,8 et la capacité antiradicalaire est réduite8%4). La vanilline est sans effet sur
'oxydation thermique des deux huiles étudiées gamtre I'oleuropéine montre une activité
antioxydante qui se rapproche de celles des extdaitfeuilles et de la pulpe. A lissue de ces
résultats, on constate que I'huile de tournesslitd plus d’oxydation comparativement a I'huile
d’olive. Ceci est di a la présence des polyphémailexistent naturellement dans cette derniére.

Le pouvoir antioxydant des extraits phénoliquedslet phénols individuels diminue dans
'ordre suivant : extrait de margines > extrait fdeilles ~ extrait de pulpe: acide cafféique >
oleuropéine > acide gallique > vanilline.

Mots clés: Huiles végétales, altération thermique, oxydation, antioxydants,
polyphénaols, olive, feuilles d'olives, margin



Abstract :

The degradation of lipids by molecular oxygen is major cause of food spoilage during storage
and heat treatment. This degradation manifests itstaste, nutrition and hygiene. At the end of
stabilizing lipids, are used to certain naturasynthetic antioxidants. There is a strong tendency
to limit the synthetic compounds despite their proeffectiveness in the food industry, suspected
toxicity. In this work, the phenolic compounds (Re extracted from green olives (pulp), leaves
of the Chamlal variety and olive mill waste waté@VWW). These PC are used as natural
antioxidant, as well as caffeic and gallic acidmillin and oleuropein. Two concentrations (100
and 200mg/kg) are added in two vegetable oilseativ (HO) and sunflower oil (TS). The
oxidation of these oils is studied at a temperatd@ires80 °C in the presence of potato as food and
cooking in his absence after ten cycles of 15mahe@his oxidation is followed by measuring the
peroxide value (Ip), absorbance at 530nm, acidev@lh), the change in phenolic content and the
evolution of the anti oxidant capacity by the t&fs?,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). The
results show that oils containing antioxidants theteriorated less pronounced than those of
controls (without addition of antioxidant). Indeedter heating, the values of various parameters
are analyzed for TS control: Ip = 18méq ofkg, 1a=0.9%, OD(530nm)=0.750 and antioxidant
capacity is 33%. The addition of phenolic of OMWW280mg/kg has contributed to a better
oxidative stability. The values of various paramet@malyzed were lower than the values obtained
from witnesses, and these values are: Ip=10m&gOla=0.45%, OD(530nm)=0.210, phenolic
content decreases (147.7mg/kg) and consequerdlyced antioxidant capacity (65.3%). The
values of these parameters after heating HO ax848BmeqQkg, 1a=3.5%, OD(530 nm)=1.217,
concentration of PC equal to 314mg/kg and the pgage of inhibition of DPPH was 34.9%. The
values of these parameters after the additioneoégtract of OMWW are: Ip= 16.2meglky,
la=2.86%, OD(530nm)=0.630. In parallel, there hlbgen reductions in phenolic content
(705.6mg/kg) and scavenging capacity (78.45%).okWotlg these results, we find that sunflower
oil has undergone more oxidation compared witheotil. This is due to the presence of
polyphenols that occur naturally in the latter.

Caffeic acid seems to be more effective than gatlid to prevent oxidative degradation of oils.
The values of the parameters analyzed after théi@udf caffeic acid are lower than those
obtained from oils witnesses. After the additiorcaffeic acid at 200mg/kg, the values obtained
with the oil of TS are: Ip=11méagfhkg, 1a=0.56%, OD(530 nm)=0.41 and the percentdda_®H
reduction equal to 59%. The values obtained wighdiive oils are: Ip= 24meqgikg, la=2.98%,
OD(530 nm)=0.8 and scavenging capacity was red(&E®8%). Vanillin had no effect on the
thermal oxidation of the two oils studied by cofsupopein showed an antioxidant activity which
is close to those of leaf extracts and pulp.

The antioxidant properties of phenolic extracts emlividual phenols decreases in the following
order: extract of OMWW?> |eaf extract pulp extraataffeic acid> oleuropein> gallic
acid>vanillin.

Keywords: Vegetable oils, thermal alteration, oxidéon, antioxidants, polyphenols, olive,

olive leaves, olive mill waste waters (OMWW).






Introduction

Les huiles végétales telles I'huile d'olive et lileu de tournesol tiennent une place
importante dans la nutrition humaine en effet ipglés sont indispensables a notre alimentation,
ils doivent apporter 1/3 de notre énergie quotideenlls ont un réle nutritionnel sur les plans
énergétique et métabolique et sont intéressantdepas apports en acides gras essentiels et
vitamines liposolubles. Ces huiles sont utiliséassdl’alimentation pour les fritures, les plats
cuisinés et dans [l'assaisonnement. Comme tout afjmees qualités organoleptiques,
nutritionnelles, hygiéniques sont requises car tnahquement pourrait avoir une répercussion
directe sur la santé humaine.

Les huiles issues des graines oléagineuses contmiel’de tournesol sont riches en
tocophérols et presque dépourvues de composés lghEso(FRITSCH etl., 1997 ; SALTA et
al., 2009). Quant a I'huile d'olives celle-ci contielgs polyphénols, les caroténoides et les
tocophérols (OWEN edal., 2000 ; CERRETANI eal., 2007 ; MINIOTI et GEORGIOU, 2010).
Malgré leur contenu en substances anti oxydantesn&les polyphénols ou les tocophérols, ces
huiles peuvent étre soumises a des altérationpeuvent étre de différents ordres. Durant le
stockage, le traitement thermique et la fritureddderioration graduelle de I'huile prend place di
aux reactions de décomposition a savoir I'hydrgly$exydation, I'isomérisation et la
polymérisation (GERTZ etl., 2000 ; GOMEZ-ALONSO etal., 2003, LEE etal., 2007).
L’'oxydation est la cause principale de détérioratides huiles. En effet, cette dégradation
oxydative dépend de plusieurs facteurs: compositm acides gras de I'huile, présence
d’antioxydants ou pro oxydants, température, pmsem’oxygéne, de métaux lourds,
(KALOGIANNI et al., 2009). En effet, la conséquence de cette dégoadast la perte des
gualités organoleptiques, nutritionnelles et hymgjeas (WARNER, 2002 ; MATEOS edl.,
2006).

Les antioxydants naturels ont prouveé leurs effetéecteurs contre I'oxydation des huiles
(LOLOS etal., 1999 ; GERTZ edl., 2000 ; ABIDI et RENNICK, 2003 ; WARNER et MOSER,
2009). Cependant, la quantité des antioxydantgelatn’est pas toujours suffisante pour stabiliser
les huiles, d’ou la nécessité d’addition des amftiaxts synthétiques. Les plus utilisés par
I'industrie agroalimentaire sont : le butylhydroxysole (BHA), le butylhydroxytoluéne (BHT), le
tributylhydroquinone (TBHQ) et le gallate de prop{fPG), du fait de leurs avantages
(AUGUSTIN et BERRY, 1983 ; GORDON et KOURKIMSKA, @26). Malheureusement,
plusieurs rapports indiquent que ces antioxydamsvent avoir des effets carcinogéniques
(REDDY etal., 2005 ; SHAHIDI etal., 2008) et sont actuellement mal acceptés pdufzap des
consommateurs (CARRBKA etal., 2001 ; ALLAM et EL-SAYED, 2004 ;). Il existene forte
tendance a limiter leur utilisation malgré leurietité et favoriser I'utilisation des antioxydants
naturels comme alternative des premiers (GIESEG 190HIOU etal., 2007 ; SALTA etal.,
2009). De ce fait, les industries agroalimentaidéveloppent I'utilisation des antioxydants
naturels et surtout leur incorporation dans leseBuilestinées a la friture (MOURE at, 2001 ;
PESCHEL etl., 2006 ; CHIOU eal., 2007).

A I'heure actuelle, les polyphénols captent l'iétédes chercheurs et occupent une place
impressionnante parmi plusieurs recherches menégsid plus d'une dizaine d’années,
concernant le concept d’alimentation santé (FALL&HI., 2008 ; BONDIA-PONS edl., 2009 ;
CHEW etal., 2009).



Les olives et les feuilles d'olives de la familldea Europaea regorgent de composés
phénoliques (simples et complexes). Lors de I'exiwa de I'huile, 2% de la fraction phénolique
passe dans la phase huileuse et 98% se retrouselalghase aqueuse (eaux de végétation)
(RODIS etal., 2002 ; OBEID eal., 2007).

La fraction phénolique de I'huile d’olive est resgable de la bonne stabilité oxydative
des huiles d’olives vierges (CARRASCO-PANCORBakt 2005 ; BENDINI efal., 2007). En
plus de leurs propriétés antioxydantes puissanéss,composés phénoliques possedent des
propriétés nutritionnelles (protection contre leess oxydatif) et organoleptiques (amertume et
astringence de certains aliments) (AMIOTakt 1986 ; VISIOLI etal., 2000 ; BONDIA-PONS et
al., 2009).

Les feuilles, site principal du métabolisme delente, représentent une source principale
de polyphénols (ERBAY et ICIER, 2009). Selon MART®ARCIA etal., (2003) et FERREIRA
etal., (2007), elles constituent I'un des sous proddéd’industrie oléicole (10% de poids total
des olives).

L’industrie oléicole génere de larges quantités el@ux de végétation qui se caractérisent
par la présence des substances bioactives pagtizment les biophénols ayant des propriétés
antioxydantes intéressantes (OBEIRakt 2005 ; GONCALVES edl., 2009).

Il est clair qu’une tentative de valoriser les pdignols des olives, des feuilles de la variété
Chamlalet des margines présente un intérét pour descagiphis en agroalimentaire. Le choix
de la variét&chamlalest du a sa prédominance variétale, en effet knpa@ihe oléicole de la
wilaya de Tizi-Ouzou se caractérise par une cultnomovariétale : 90% de I'oliveraie de la
wilaya est composée de la vari€Bamlalet 10% de la variét@zeradj
La présente étude est menée pour :
= appliguer des méthodes simples d’extraction desposés phénoliques a partir des

feuilles et des olives de la variétéamlal ainsi qu’a partir des margines ;
= tester le pouvoir antioxydant de ces extraits phgénes sur deux huiles végétales,

largement consommeées. Les huiles de tournesolodives représentent respectivement

40% et 20% des achats ;
= afin de cibler les activités individuelles des paignols, deux acides phénoliques (acide

cafféigue et acide gallique), un sécoiridoide (mee@ine) et un aldéhyde (la vanilline) ont

éte choisis. Le choix de ces polyphénols est digidement par leur prépondérance soit au
niveau de la feuille comme I'oleuropéine soit aveau des produits et sous produits
comme le cas des autres phénols.

L’évolution de I'oxydation est étudiée a travetasieurs parametres (I'acidité, l'indice de

peroxyde, I'absorbance a 530 nm, capacité antiaxig) et ceci sous deux conditions :
» Chauffage a une température simulant la fritur@ £&°C suivant dix cycles de
15min chacun apres refroidissement;
> Les tests sont faits en présence et en absendemetdl(la pomme de terre est
utilisée, étant I'aliment le plus usuellement gglien friture).






1. Généralités sur les corps gras alimentaires

1.1. Définition :

Les corps gras correspondent a la partie « neudela fraction lipidique des huiles et des
graisses. lls se présentent sous forme de micrdelieés dans certains tissus animaux et
végetaux. Les huiles sont des corps gras liquidagempérature de 15°C, tandis que les graisses
sont plus ou moins solides a cette température MBHBERE etal., 1984)

1.2. Classification :
POISSON et NACRE (2003) ont subdivisé les lipides e
> Huiles veégeétales fluides : huiles d’arachide, deaode tournesol, de soja, d’olive, de
Noix ;
> huiles végétales concrétes (ou graisses) : huifatiee ;
» huiles et graisses d’'origine animale terrestrendiaix (graisse de porc), suif (graisse
de boeuf ou de mouton) ;
> huiles et graisses marines : baleine, poisson ;
» corps gras élaborés : beurres, margarines.

1.3. Composition :
Les lipides alimentaires sont composés essentietierde triacylglycérols (triglycérides)
(90 a 99%) et de constituants mineurs (1 a 5%) (KHASHAHIDI, 2001).

1.3.1. Triacylglycérols :

Les triacylglycérols (les triglycérides) sont nstituants majeurs des lipides. Les di- et
les monoacylglycérols représentent moins de 2% dfal fipidiqgue. Un triacylglycérol est
constitué d’'une molécule de glycérol sur laquediet €stérifiés trois acides gras.

> Glycérol (propane triol 1,2 et 3):il a deux fonctions alcool primaires identiquesueée
fonction alcool secondaire.
> Acides gras(AG): Les AG se trouvent en petites quantitéséat’ libre, mais en grandes
guantités engageés dans les liaisons ester ou akndgenéral, les AG sont monocarboxyliques a
chaine linéaire non ramifiée, comprenant un nonpaie d’atomes de carbone (entre 4 et 40)
(WELL, 2005). lIs représentent 90 a 96% de la masskaire des triacylglycérols. La structure de
la chaine carbonée, qui peut comporter soit désohia simples, soit des liaisons éthyléniques
(doubles liaisons), permet de les classer en :
= Acides gras saturés leur formule générale est CstD, ou CH(CH,) nCOOH.
Le point de fusion s’éléve quand le nombre d’atameecarbone s’accroit. Les corps gras ne
renferment que peu d’acides gras a plus de 24 atdmearbone.
= Acides gras insaturés dans la formule la plus simple, deux carbonesimsiont
perdu chacun un atome d’hydrogene. Certains acidesportent une seule double liaison
(monoéthylénique), d’autres en comportant 2, & du méme 6 (polyénigues ou polyinsaturés).
Possédant une ou plusieurs doubles liaisons, refaént instables, ils peuvent étre I'objet de
réactions d’addition. Les acides gras insaturépliesrépandus sont :
-Acide oléique Gg:1: le plus abondant et le plus répandu des mona#igdes
de I'huile d’olive.



-Acide linoléique Gg:2 (n-6): abondant dans certaines huiles végétales (soja,
tournesol, arachide.

-Acide a linolénique Cig: 3 (n-3) : c’est I'acide gras principale des feuilles, des
tiges et des racines.

1.3.2. Autres constituants :

Parmi les constituants mineurs, on distingue lexsphatides, les cérides, I'insaponifiable,

les chlorophylles et les produits d’altération (BGON et NACRE, 2003).

Phosphatides :ce sont essentiellement des phosphoglycérides ghbog-3-glycérol),
présents dans les corps gras bruts.

Cérides : ce sont des esters d’AG et de mono-(ou di-) alcowslubles dans I'eau. On
distingue :

Les cires naturelles (esters d’AG et de monoalcadijghatiques) : présentes chez les
animaux et les végétaux (contribuent a la formatiencouches monoprotectrices des
graines et des fruits) ;

les stérides : esters de stérols ou de moléculssnifé&es (méthylstérols et alcools
triterpéniques) ;

les caroténocérides (lipochromes) a alcools colali#ferents des esters de chlorophylle,
dans lesquels l'acide est le chromophore, sontedesss d’AG et d’hydroxycaroténoides
ou xanthophylles, synthétisés uniqguement par lgste@x.

Insaponifiables : Cette fraction qui représente en général 0,2 a 20blgbide non raffiné,
comprend I'ensemble des constituants qui, apresolygk basique (saponification) sont
tres peu solubles dans I'eau et solubles dansdiesrds des matiéres grasses (hexane,
heptane, éther de pétrole, chloroforme,...). Les titoasts chimiques de I'insaponifiable
sont principalement :

- Les hydrocarbures aliphatiques saturéssatumes ;

- les hydrocarbures triterpéniques ou tefpéteiques ;

- les alcools triterpéniques penta- ou t8ichques ;

- les pigments (caroténes, xanthophylles) ;

- des alcools gras (produits de saponiboades cires) ;

- des vitamines (A, D, E).

Chlorophylles et dérivés :ce sont des pigments verts des végétaux. lIslgmsolubles
du fait de la présence de la chaine phytyle (LANFEARRQUEZ etal., 2005).

Produits d’altération : Les huiles et graisses brutes obtenodsstriellement a partir des
matieres premiéres stockées contiennent des A@slilmonséquence d’'une dégradation
biochimique des triglycérides, et des produits giéation, dus a I'action de 'oxygéne de
I'air, pouvant engendrer des flaveurs désagréables.



1.4. Propriétés physicochimiques :

La longueur de leur chaine et le degré d’insatomatint une influence importante sur les

propriétés des lipides (ALAIS at., 2003) :

>

>

Propriétés physiques
= Les lipides sont insolubles dans I'eau ; ceci esaulx groupements méthyles et aux
chaines carbonées des AG. lls sont solubles dansoleants organiques (éther,
cétone,...);
= |es lipides insaturés absorbent les radiations W\splectre, du fait des liaisons
dites conjuguées;
» |es lipides bipolaires sont solubles dans I'eaur imélange forme des systemes
micellaires ou des émulsions.
Propriétés chimiques: elles sont a la fois celle de la fonction estecelle de la double
liaison. On peut citer : I'hydrolyse acide ou enafigue, I'estérification, la saponification,
les réactions d’addition (hydrogénation) et la pudyisation oxydative (ALAIS eal.,
2003).

1.5. Réles des corps gras :

Les corps gras alimentaires prennent une placedérable dans I'alimentation humaine

et ce, en raison de diverses propriétés qu’ilsquies :

>

Aspect nutritionnel :

Apport énergétique élevé 9Kcal/g (37 a 38Kjl/g) ;

apport d’acides gras essentiels ;

apport des vitamines liposolubles (A, D, E, K), dafoxydants (tocophérols,...... );
apport en phytostérols qui jouent un role hypocstélmlémiant.

Aspect organoleptique :

Les corps gras contribuent fortement a 'attraitsseiel des aliments ;

agents de texture dans la préparation des patseéebrifeuilletées, sablées ou dans la
garniture des préparations culinaires ;

agents de sapidité ;

supports d’aromes ou de précurseurs des moléausmtques.

Aspect technologique :

Moyen de transfert de la chaleur pendant la frjiture

modification et contréle de la viscosité;

barriére contre 'humidité, 'oxygéne et les micrganismes;

agents structurant les aliments riches en gramsene la mayonnaise et le beurre;
agents émulsifiant.

Aspect biologique :

-Composeés entrant dans la structure membranaireetlates (phospholipides) ;
-agissent comme réserve d’énergie et des molécatbsrrants ;
-précurseurs d’hormones.



1.6. Caracteéristiques des huiles de tourneset d’olive :

Les huiles végétales sont essentiellement coasstue triglycérides (99%), eux-mémes
composés d'acides gras et de glycérol ; le 1% mes& composes de phospholipides, de lipides
complexes, de constituants non triglycéridigue centarvitamine E et les phénols.

Les caractéristiques de chaque huile dépenderat datlire des acides gras contenus dans
leurs lipides, de la région de provenance, desitiond pédoclimatiques, de la variété et du degrée
de maturation des fruits ou graines. De plus, lmmusition triglycérique et la présence des
antioxydants déterminent la stabilité oxydative kdieies.

1.6.1. Huile de tournesol:

L’huile de tournesol (TS) est extraite des graidddelianthus annusElle possede des
gualités gustatives et une valeur alimentaire qupérmettent de tenir une place de choix parmi
les autres huiles de grande consommation (MOHAMED7 ; POIANA etal., 2009 ) Apres
traitement, on obtient une huile claire sans gaitiqulier, classée dans les huiles hautement
polyinsaturées (67% d’acides gras polyinsaturéeentigtlement acide linoléique), riche en
phytostérols. A I'image des autres huiles, le €2@mpose essentiellement de triglycérides et de
composés mineurs. Elle comprend : 12% d’'acidesgaasés, 21% d’acides monoinsaturés (dont
19% d’acide oléique), 67% d’acides polyinsaturémmenant essentiellement I'acide linoléique)
et les antioxydants lipophiliques.

1.6.2. Huile d’olive:

L’huile d’olives (HO) provient uniquement du fruste I'olivier (Olea Europaea [). On
peut la considerer comme un ingrédient du régimditerdanéen. Elle a de bonnes propriétés
organoleptiques et nutritionnelles, contient unleléaquantité d’acides gras polyinsaturés, riche en
polyphénols ce qui la caractérise des autres huwitsgetales (GALLI et VISIOLI, 1999 ;
VISSERS etl., 2004 ; CERRETANI edl., 2007 ; KIRALAN etal., 2009). Elle se caractérise par
'abondance des acides gras monoinsaturés en eetid’acide oléique (50-85%). Parmi les
acides gras polyinsaturés, elle comprend esseamtielt I'acide linoléique (3-20%).

La composition globale en AG, autres constituaaissi que les caractéristiques
physicochimiques de deux huiles sont représentgs ldgableau I.



Tableau I: Composition globale et caractéristiquegyénérales de I'huile de tournesol et de

I'huile d’olives (LEE et al., 2007).

Huile de tournesol | Huile d’olive
Composition en AG (%)
-acide palmitique 120 53 £0,28 10,2+ 0,28
-acide palmitoléique £ 1 0,2 £0,02 1,3+ 0,07
-acide stéarique 18CO 3,3 £0,09 3,6 £ 0,07
-acide oléique 1C1 40,9 + 0,18 75,8+ 0,41
-acide linoléique 1522 49,7 £ 0,23 79 + 0,21
-acide linolénique 153 0,2+0,03 0,7+ 0,04
Composition en insaponifiables :
-Squaléne (mg/100g) 15-20 300-700
-Phytosterols (mg/100g) 325-515 80-180
-Campéstérol (mg/100g9) 31 12
-Stigmastérol (mg/100g) 30 1
-polyphénols (ppm) nd 180,8
-Tocophérols (ppm) :
o 266 + 14,26 104 + 4,07
B 19 + 3,26 nd
¥ 49+ 7,37 nd
& nd nd
Caracteéristiques physicochimiques
-Acidité (% en acide oléique) 0,6 £0,03 14 £0,12
-Indice de peroxyde (méqg.®g oil) 1,7+0,14 10,4 £0,64
-p-anisidine 6,9+0,34 58 = 0,53




[I-Altérations des corps gras alimentaires

Les corps gras sont des constituants susceptibleabir de nombreux changements durant
leur traitement technologique ou leur conservattont les plus notables résultent de leur
acidification et de leur oxydation. L’oxydation dépides dans les aliments pose de sérieux
problemes pour l'industrie alimentaire qui utilise plus en plus d'acides gras hautement
insaturés. On distingue plusieurs types d’altératiodes altérations biologiques, chimiques et
thermiques.

2.1. Altérations biologiques :

Les huiles végétales sont peu altérées par leofarganismes ; elles subissent surtout des
changements physico-chimiques. Cependant, les geipwytiques peuvent parfois participer a
des phénoménes d’hydrolyse et d’oxydation poutd@rdontrdle microbiologique des huiles est
rarement appliqué (GUIRAUD, 2003).

2.2.1. Altérations chimiques :
2.2.1.1. Acidification:

L’acidification résulte d’'aprées SERVILLI (2008) déhydrolyse d’un, deux ou trois
liaisons esters. L’hydrolyse peut étre de natueymatique (action des lipases) ou chimique et
elle conduit a la formation d’acides gras libredeglycérides patrtiels.

Ce phénomeéne ne s’observe pratiguement jamaiesurdiles raffinées car les enzymes
responsables sont éliminées au cours de raffinlggeut cependant intervenir sur les huiles brutes
et sur les huiles de friture (ALUYOR et ORIJEU, 8DOLes acides gras (AG) libérés sont
préjudiciables a la qualité du corps gras, ils gient plus vite et donnent un golt désagréable.

2.2.1.2. L’oxydation:

L’oxydation est un phénomene extrémement répareduslibstrats de ces réactions sont
principalement les acides gras polyinsaturés s’dgydent en général plus vite a I'état libre que
lorsqu’ils font partie des molécules de triacyl@yals ou de phospholipides.

En fonction des agents initiateurs, POKORNY (2008)assé |'oxydation en trois types :

» Auto oxydation : elle est catalysée par la tempéeates ions, les radicaux libres.
» Oxydation enzymatique : catalysée par les lipoxpgeés.
» Photo oxydation: catalysée par la lumiére en mpmEsede photosensibilisateurs

(chlorophylles, phéophytines, phéophorbines).

2.2.1.2.1. L’Auto oxydation:

Dans les aliments, I'auto-oxydation est le phénoenlé plus important suivi par la photo-
oxydation. L’auto-oxydation est une réaction enicbade radicaux libres se déroulant en trois
étapes : initiation, propagation et terminaisogufe 1).
> Initiation : La premiére étape est la formation de radicawedita partir des lipides, ils
sont produits par l'arrachement d’'un proton deshituration des AG. La réaction peut étre
déclenchée par l'irradiation, la chaleur et trasvemt par réaction avec un radical libre.



> Propagation : c’est une réaction radicalaire en chaine et rapidie consiste en une
profusion de radicaux libres qui progressivemexerit de I'oxygéne. La propagation génére des
hydroperoxydes (ROOH) (ALAIS eal., 2003). La réaction en chaine est courte a haute
température et dans les systemes polyinsaturéguelkes huiles de friture.

» Réaction d’arrét: les radicaux libres s’associent donner des compum@sadicalaires.

Photo-oxygénation
INITIATION umisre
oxygene 'O, < \‘ %0,

singulet sensibilisateur  oxygene
triplet

ROOH < ( RH

M ‘
(metal) N chaleur M
M+ H+ from
HO,® MOD* 4 H+
ROOe® Re Re

PROPAGATION K/

R + Q R;00e°

v

|
> R00* + ( RH R, + ROOH
|| L

v

+ ROO* + Re + ROOe* + Re
TERMINAISON
Composés non radicalaires Composés non radicalaires

(RH : acide gras libreR" : radical libre,ROO: radical peroxyleROOH : hydroxyperoxyde,
RO’ : radical alkoxyleOH' : radical hydroxyl)

Figure 1 : Mécanisme général des réactions d’oxydah des lipides (ALAIS etal., 2003).



2.2.1.2.2. La photo-oxydation:

La photo-oxydation des AG insaturés est baséeestaitl que I'oxygéne peut se trouver
dans un état singulet et réagit facilement avednsaturations. Dans ce mécanisme d’altération,
les pigments et les colorants alimentaires peusgitt comme photosensibilisateur grace a leur
capacité a absorber la lumiére. Ce type d'oxydati@st pas inhibée par les substances qui
piégent les radicaux libres.

2.2.1.2.3. Oxydation enzymatique :

C’est une réaction radicalaire en chaine qui seulérde facon similaire a l'auto-
oxydation. Les lipoxygénases (lipoxydases) sorst tépandues dans les régnes végétal et animal.
En général, ces enzymes exigent des AG libres commbstrat, bien qu’il y ait quelques
isoenzymes qui réagissent avec les triglycérides. €hzymes sont actives a basse température et
peuvent donc limiter la durée de conservation deduyits surgelés. Ce type d’oxydation peut étre
ralenti par les antioxydants phénoliques.

2.3. Altérations thermiques :

Les cycles successifs de chauffage et de refreigieat aux quels sont soumis les corps
gras lors de leur utilisation en friture provoqudatnombreuses transformations en particulier sur
les AG insaturés. Ces transformations résultent rdactions complexes: oxydation,
polymérisation, hydrolyse, cyclisation et pyroly#e&JGUSTIN et BERRY, 1983 ; QUILES ei.,
2002 ; KALOGIANNI etal., 2009). Les produits de dégradation des huiles g@néralement des
composés volatils et non volatils.

La fraction volatile est essentiellement consttdéaldéhydes saturés et insaturés, cétones,
alcools, AG courts, esters. La quasi-totalité de m®duits est entrainée par le dégagement de la
vapeur qui accompagne toute friture. Les produits wolatils de PM élevé (polymers, acides
oxydés, monomeres cycliques) restent dans I'heitedonc une partie peut étre absorbée par
l'aliment (ALLAM et EL-SAYED, 2004 ; NAVAS etl., 2007).

2.4. Facteurs accélérant I'oxydation :

Le comportement des lipides vis-a-vis de l'oxydatist &es variable, ces variations
peuvent étre expliquées selon ALYOR et ORI-JESW& (ar l'influence de différents facteurs
qui sont :

» Teneur en oxygene la dégradation des lipides par I'oxygene estdase majeure de

la détérioration des corps gras pendant le stockage

» Lumiére : elle active le phénomene de l'oxydation en aceéle la réaction
d’initiation.

» Température : elle favorise également I'oxydation en augmentamtvitesse de
décomposition des peroxydes. Les AG saturés néamposent qu’a une température
supérieure a 60°C, tandis que les polyinsaturésydent méme lors de I'entreposage
des aliments a I'état congelés.

» Traces métalliques :il est estimé que le fer et le cuivre a des commadons de moins
de 1ppm peuvent causer une réduction notable dstdhilité des corps gras
(SHERWIN, 1978 ; ALYOR et ORI-JESU, 2008). Ce peahk est amplifié par la
présence d’AG libres qui agissent en solubilisagtrhétaux dans les lipides.



» Teneur en AG libres: les AG libres sont plus sensibles a I'oxydatiore qreux
estérifiés.
» Enzymes :la présence de lipoxygénases accélére le procdssyglation.

2.5. Les facteurs retardant I'oxydation :

L’oxydation est un processus de détérioration quei peut étre que retardé. La
connaissance des facteurs provoquant I'oxydatiomee de développer des stratégies pour
retarder ou contréler 'oxydation des lipides duraur stockage, leur commercialisation et méme
apres leur vente.

Pour limiter les réactions d’oxydation, I'industrgroalimentaire utilise plusieurs moyens
qui sont :

» Conservation des corps gras a basse températail&abti de la lumiere.

» Exclusion de I'oxygene par conservation des husless vide ou par utilisation des

fixateurs d’oxygene (acide ascorbique).

» Destruction des enzymes d’oxydation (polyphénolasgs) par blanchiment.

» Emploi d’agents de complexation des métaux louand&lé citrique).

» Neutralisation des radicaux libres par 'emploirdiaxydants naturels ou synthétiques.

2.6. Les conséquences des réactions d’altérationsdsorps gras :

L’oxydation des lipides alimentaires entraine déérations qualitatives (rancissement),
nutritionnelles (perte des vitamines liposolubkssides gras essentiels (AGE) voir méme toxicité
due aux produits issus de la peroxydation desdgpitigure 2).

Les composés carbonyles peuvent réagir avec tdsipes ou plus généralement favoriser
le brunissement non enzymatique.

Lipides
Peroxydes
Vitamines Pigments Acides, cycles Réactions Protéines
liposolubles, oxygénés, alcools, 10 . © Oxvdation
AG n[_qenfie l aldéhydIS, cétones Y
Baisse de Décoloration Rancissement Perte de la
la VN cystéine, lysine

AG : Acides grasyN : valeur nutritionnelle
Figure 2: Conséquences de la peroxydation des liggd (FRENOT et VIERLING, 1997).



2.7. Mesure de I'état d’oxydation :

Les principales méthodes d’évaluation du poterdi@ioxydant d’'un produit pur ou de
mélanges ont été examinées et regroupées selos peincipes. Elles sont fondées sur la
détermination de produits résultant de I'oxydatmn au contraire, mesurent I'efficacité d’'une
substance a piéger des radicaux, souvent en donnariorme H

2.7.1. Détermination de produits résultant de I'oxgation :

La détermination des produits résultant de I'oxiatapeut se faire par :

» La mesure de la disparition des acides gras ausadwrtemps par chromatographie en
phase gazeuse ;

> par le suivi de I'apparition des produits primaiexydation (détermination de I'indice
de peroxyde, de I'absorbance en UV a 234nm) ;

> par le suivi de l'apparition des produits secorelid’oxydation : composeés volatils,
aldéhydes et les composés oxydeés par la déteronddi I'indice dgp-anisidine, le test a
I'acide thiobarbiturique (substances réactives'a@de thiobarbiturique), de I'absorbance
a 270nm.

2.7.2. Evaluation de I'aptitude des composés @ger les radicaux libres :

» Test de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) :

Le DPPH est un radical organique stable. Le tesDBEH est tres utilisé pour estimer la
capacité des antioxydants a neutraliser les radidéwres. L'effet d’'un antioxydant est
proportionnel a la disparition de radical DPPH.dRurs méthodes peuvent étre utilisées pour
quantifier ce radical dans différents systemes :thode spectroscopique par résonance
électronique, RMN et spectrophotométrie (MOON elEBAMOTO, 2009). Cette derniére est la
plus exploitée actuellement, le DPPH- montre unie fabsorption a 517 nm. L’effet antioxydant
peut étre facilement évalué en suivant la dimimute I'absorption a 517nm.

» Test a l'acide 2,2'-azinobis(3-éthylbenzothiazoliné sulfonique) (ABTS):

Ce test est largement utilisé pour évaluer l'atdivantioxydante des composés dans les
aliments et les boissons. L'activité antioxydants gbroduits naturels (composés phénoliques,
caroténoides,...) est déterminée par la décoloratienla solution d’ABTS, en mesurant
I'absorption a 734nm (GULCIN, 2006, MOON et SHINAMO, 2009).

> Test de décoloration de§-carotene (BCB) : Bleaching-caroténe test):

Le B-caroténe réagit avec les radicaux peroxyls etytdels époxydes dp-carotene. Ce test
se base sur la décoloration de la couleur jaungaioténe due a sa réaction avec les radicaux
libres. La capacité antioxydante est évaluée paumeede la diminution de I'absorbance a 470nm
(PRATT, 1980 ; KUSILIC eal., 2004 ;MOON et SHINAMOTO, 2009).



2.7.3. Les tests accéléres :

» Test SWFT ou Active Oxygen Method (AOM) : ce test consiste a faire barboter un
courant d’air dans un échantillon de matiere grasai@tenu a 98°C. Suivre la variation de
I'indice de peroxyde et évaluer ainsi la périodmdliction (temps nécessaire pour que la
valeur de lindice de peroxyde soit égale a 100 ndéQ./ kg de matiére grasse)
(RAHMANI, 2007).

» Utilisation de I'appareil Rancimat: C’est unappareil commercialisé depuis quelques
années, et qui réalise un test d'oxydabilité aceéléCe test est trés utile pour apprécier
I'effet de I'addition d'un antioxydant. Un flux d’&averse un échantillon chauffé a 105°C,
les corps volatils générés par I'oxydation sonuedtis dans un récipient contenant de
l'eau distillée. L'augmentation de la conductivide I'eau représente la résistance de
'échantillon a I'oxydation. L’avantage de ce test la possibilité de suivre en paralléle
plusieurs échantillons avec des durées d’analydeites. HIDALGO etal., (2006) et
RAHMANI (2007) ont confirmé que ce test est un bptiissant pour examiner 'activité
antioxydante pendant la transformation des aliments



3. Les antioxydants et mécanismes d’action

3.1. Définition :

Le mot « antioxydant » est utilisé, en général, rpoumporte quel agent chimique qui
inhibe I'attaque par I'oxygene ou l'ozone (SCOT®65). HALLIWELL (1995) a donné une
définition large du terme antioxydant : « toutestahce qui, présente a faible quantité comparée a
celle du substrat oxydable, retarde ou prévienh@’'maniere significative I'oxydation de ce
substrat».

Appliqués aux huiles végétales, les antioxydantd sles composés qui interrompent le
processus d’oxydation en réagissant préférentiefenavec les radicaux libres pour former
d’autres radicaux plus stables (ANONYME 1, 2007prttegent certaines vitamines (MOURE
al., 2001)

Lorsqu’il s’agit de denrées alimentaires, les anfants sont regroupés comme additifs
alimentaires qui augmentent la durée de vie de presluits en les protégeant contre la
détérioration (ANONYME 2, 2006).

Selon MARC etal. (2004), l'antioxydant alimentaire idéal, est faoient incorporé et
efficace a faible dose, est non toxique, n’entraineoloration, ni odeur et ni saveur indésirable.
Résistant aux processus technologiques, il edestiains le produit fini.

3.2. Types d’antioxydants :
Les antioxydants peuvent étre classés en fonctienledir mécanisme d’action en
antioxydants primaires ou antioxydants secondéviEs CLEMENTS et DECKER, 2000).

3.2.1. Les antioxydants primaires ou radicalaires :

lIs sont caractérisés par la possession d’atombgdigéne facile a soustrair€es
antioxydants jouent un réle d’évacuateur « scaneeng des radicaux libregui retardent ou
inhibent linitiation ou interrompent l'auto oxydah. lls peuvent réagir avec les lipides et les
radicaux peroxyle et les transformer en radicaakles ou des produits non radicalaires (figure 3).

RO® + AH — ROOH + A
R® + AH — ROH + A
R + AH —* RH + Ae°
Figure 3: Réactions de rupture par I'antioxydant (AH : antioxydant ; ROQ®,
ROe®, R® : radicaux libres).
Les antioxydants primaires peuvent aussiart®xydation des lipides en réagissant avec les

radicaux peroxyle, radicaux alkoxyle et autresaytilants, selon les réactions suivantes de la
figure 4 :

RO® + A —*> ROOA
R® + Ae — > ROA

A + p AA
Figure 4: Rupture de I'oxydation des lipides par lantioxydant.



Parmi ces antioxydants, on retrouve : le butylhygamisole ou BHA (E 320), le
butylhydroxytoluéne ou BHT (E 321), gallates, toeémls, flavonides, vanilline, carnisol et
I'acide carnosique (romarin). Les phénols et lesnasaromatiques secondaires constituent les
deux classes chimiques les plus importantes.

3.2.2. Les antioxydants secondaires ou « préventis

lIs diminuent la vitesse de I'auto oxydation pdfétents mécanismes. lls peuvent chelater
les métaux et les désactiver, régénérer les amtaong primaires, décomposer les radicaux
peroxydes, désactiver I'oxygéne singulet, absodesr radiations UV ou agir comme des
« scanvengers » de I'oxygéne.

Ce sont des synergistes parce qu’ils renforceatiViéé des antioxydants primaires.
L’acide citrique, I'a acide ascorbique, le palnetatascorbyle, les |écithines et I'acide tartrique
sont des bons exemples de synergisme (HELME, 18@IKORNY, 2003).

3.3. Les antioxydants des lipides alimentaires :

3.3.1. Les antioxydants de synthése :

Les antioxydants synthétiques sont largement ésilfgar les industries alimentaires et sont
donc impliqués dans la consommation humaine. Les plilisés sont : le butylhydroxytoluene,
du butylhydroxyanisole et des esters de l'acidéiqgal : gallate de propyle (E 310), gallate
doctyle (E 311), et de dodécyle (E 312) (SHAHIDD08). Le tableau Il donne les principaux
antioxydants synthétiques utilisés.

Tableau Il : Les principaux antioxydants synthétiques.

Antioxydant Propriétés Structure Références

fo O OH O
-liposoluble ; ) | )i"CHB

N SHERWIN (1978) ;
-antioxydant primaire ;| "¢ \] CHy

2,6-ditertiobutyl 4- ALAIS et al

méthyl phénol (BHT) | -protection de la A (2003)
vitamine A et B. EHH
OH
-liposoluble ; A cH, | SHERWIN (1978) ;
Butylhydroxyanisole | -efficacité inférieure a H %c(—me ALAIS et al.
(BHA) celle du BHT ; ~.~ cH, |(2003)
- protection de la C[
vitamine A et B. “CH;

OH
SHERWIN (1978)
e . . HO - OH
Gallates et ses dérivés:| -dérives d’'un produit ; =
-gallate d’octyle, -naturel (acide )
-gallate de dodécyle, | gallique) ;
-gallate de propyle -liposoluble S




OH  CHs
-légerement soluble __CHs
Tributylhydroquinone | dans les graisses ; 7R cH, | HELME etal.,
(TBHQ) -utilisé aux Etats-Unis H P 1990 ; SHAHIDI,
et interdit au sein de ~ 2008
I'Union européenne OH

On peut citer aussi d’autres antioxydants moinsasret moins utilisés :
> L'acide nordihydrogualarétique (NDGA) soluble dans les lipides, utilisé aux Etats-Unis
dans les produits a usage courant;
> le 4-hydroxyméthyl 2,6-ditertiobutylphénol ou lonox 10Q dont les propriétés
antioxydantes sont voisines de celles du BHT.

Aucun de ces produits n'est autorisé dans I'Unimapenne.

Les antioxydants de synthese sont tres efficacedoehent une grande stabilité aux
aliments. Cependant, leur utilisation a été limi@eraison de leur pouvoir carcinogénique et leur
rejet par le consommateur (risques pour la satt@RPINSKA et al., 2001 ; SCHIMIDT et
POKORNY, 2005 ; IQBAL et BHANGER, 2007 ; FALLEH etl., 2008). Actuellement, les
recherches sont orientées vers le développeméuntiktation des antioxydants naturels.

3.3.2. Les antioxydants naturels :

La quasi-totalité des huiles, des graisses etymodlimentaires contient un certain
nombre d’antioxydants naturels. Les pigments camities et les tocophérols sont présents dans
toutes les huiles. D’autres antioxydants de nabin@nolique sont présents uniquement dans une
minorité d’huiles (SCHIMIDT et POKORNNY, 2005).

3.3.2.1. Tocophérols « vitamine E » (E 306-E 309) :

Les tocophérols sont des méthyles tocols. La m@éogol constitue la structure de base
des tocophérols, constituée d’'un noyau hydroxyclrmm(extrémité hydrophile) sur le quel est
fixé une chaine entierement saturée (extrémitédpjarbe).

La forme naturelle de la vitamine E inclut quatoedphérols et quatre tocotriénols. I
s’agit dea, B, y, etd tocophérol et, B, y et tocotriénol. Les huit tocophérols et tocotiénols
naturels isolés différent entre eux par le nomlbria gosition relative des méthyles sur le cycle
aromatique, mais la chaine isopré&f®dans chacune des sous-familles est la méme.

La vitamine E représente I'antioxydant le plus imant des huiles végétales brutes et
raffinées (KAMAL-ELDIN et APPELQVIST, 1996). Du fade leur caractére lipophile, ils sont le
plus souvent utilisés pour conserver les huilesttadgs, la margarine et les produits a base de
cacao. La structure de base des tocophérols essepiée dans la figure 5.



Sc : Tocophérols

CH;

Noyau chromane

Sc : Tocotrién(is3)

Tocophérols Tocotriénols R R>
a-tocophérol a-tocotriénol CH3 CHs
B-tocophérol -tocotriénol CHs H
y-tocophérol y-tocotriénol H CHs
d-tocophérol d-tocotriénol H H

Figure 5: Cycle chromane et structure de la chainésopréndde des tocophérols et des
tocotriénols des huiles végétales (KHALIL, 2002).

L’activité antioxydante est fortement tributaire e structure donc il est important de
préciser a quel isomére on a affaire. D'ailleursexiste une controverse quant a l'activité
antioxydante de-tocophérol. En effet, il a été montré, notammemt @ILLARD etal. (1980) et
MANNINO et al. (1999), qu'une concentration dans I'huile de ssigérieure a 0,1%, of
tocophérol joue le réle de pro-oxydant. Il semblee gqles quatre principaux tocophérols,- I
tocophérol soit plus rapidement oxydé a l'air etnferait un excés de radicaux libres
tocophéroxyles susceptibles de relancer le mécander’auto oxydation (HELME el., 1990 ;
BARRERA-ARELLANO etal., 1999).

Le y-tocophérol est plus puissant que-ibcophérol dans les huiles végétales conservées a
faible température ou lors des traitements theresquKAMAL-ELDIN, 2005). Les
professionnels admettent généralement une éché&ldivité antioxydante dans les produits
alimentaires de l'ordré >y > B > a (MOURE etal., 2001 ; SCHMIDT et POKORN, 2005).
Les tocophérols protégent flecaroténe contre la destruction causée par letnaint thermique et
I'exposition prolongée a I'oxygene.

3.3.2.2. Les caroténoides:

lIs constituent une des principales catégories dgomutriments capables de procurer de
nombreux bienfaits a la santé (DERBEL et GHEDIRBQZ ; KATALINIC etal., 2006). Ce sont
des pigments liposolubles, fortement insaturésrigliee végétale, largement distribués dans la
nature, plus de 800 molécules ont été identifiées @ur (FAZEL etal., 2008), une cinquantaine
de caroténoides sont susceptibles d’étre métabatisévitamine A (action pro vitaminique A).
Les plus connus et utilisés en agroalimentaireg :stenp-carotene, le lycopene, la lutéine, la
bixine et I'anatto.



Les caroténoides sont composés d’'un enchaineméamiitéd isopréniques et un noyau
cyclique porteur de diverses fonctions. Les camitas exercent leurs activités anti oxydantes a
basse température en diminuant la réactivité deydjeéne singulet, comme des piégeurs des
radicaux libres des acides gras ou des synergstss les tocophérols (KAMAL-ELDIN, 2005).
Les structures du B-caroténe et du lycopéne spri#gentées respectivement dans les 6 et 7.
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Figure 6 : Structure de lap-caroténe (LEGER, 2006).
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Figure 7 : Structure de la lycopéne (DERBEL et GHEDRA, 2005).

Le B-caroténe ainsi que d'autres caroténoides présdams I'huile d’olive (lutéine,
violaxanthine,...... ) sont connus comme désactivant@gsingulet et donc sont des inhibiteurs
trés efficaces de la photooxydation (LEGER, 20@8).plus, les caroténoides peuvent aussi agir
comme des piégeurs des radicaux libres. Cepenstaum, pression partielle d’'oxygene élevée, le
B-caroténe agit comme pro-oxydant dans certainsesys (HALLIWELL, 2007). La forte
réactivité des caroténoides avec I'oxygene linated utilisations comme des antioxydants.

3.3.2.3. Les composés phénoliques :

Les composés phénoliques (CP) sont des métaboitzondaires des végétaux
(RIBEREAU GAYON, 1968 ; ABEROUMAND et DEOKULE, 2008PIlus de 8000 structures
phénoligues sont actuellement connues (FERGUSON akt 2001; MARTIN et
NDRIANTSITOHAINA, 2002, HABAUZIT et HORCAJADA , 208).

Selon HENNEBELLE etal. (2004) et OVASKAINEN etl. (2008), I'élément structural
de base des composés phénoliques est un noyauntipre@uquel sont directement liés un ou
plusieurs groupes hydroxyles libres ou engagés da@sutre fonction chimique.

Selon BRUNETON (2001), une définition purement dhjime semble étre insuffisante, d’ou
la nécessité de faire intervenir un critére biosgtiue, pour mieux cerner les limites du groupe.
Il propose : « dérivé non azoté dont le ou les ey@romatiques sont principalement issus du
métabolisme de I'acide shikimique et/ou de celundbolyacetate ».

% Les différentes formes chimiques :

La structure des composés phénoliques va du simplau aromatique de faible poids
moléculaire jusqu’aux tanins complexes de tres paigs moléculaire. lls peuvent étre classés par
le nombre et I'arrangement des atomes de carbenlaposant, en fonction de la nature de leur
squelette carbone et en fonction de la longueuda dbaine aliphatique liée au noyau benzénique.



Les composés phénoliques sont capables de se oenjagles mono- ou polysaccharides ou a des
acides organiques. Les différentes classes sprésentées dans le tableau .

Tableau IIl : Les différentes classes des composés phénoliquéans les plantes
(FERGUSON, 2001).
Squelette Classe Exemples
carboné
G Phénols simples, benzoquinones | Catéchol
G-Cy a. phénoliques Acide p-hydroxybenzoique
Ce-C, a. phenylacetiques Acide p-hydroxyphenylacetique
Cs-C3 a. cinnamiques,phenylpropanoides Acides : caféique, férulique
Ce-Cy Naphtoquinones Juglone
C6-C1-Cs Xanthones Mangostin, mangiferin
Cs-Co-Cs Stibenes, Anthraquinones Resvératrol, Emodin
Ge-C3-Co Flavonoides
-Flavones Sinensetin,  luteolin-7-rutinoside,
tangeretin
-Flavonols Quercetine, kaempférol
Flavonol glycosides Rutine
Flavanonols Dihydroquercetin
Flavanones Naringénine, hespertine
Anthocyanines Cyanidine glycosides, 3-rutinoside
Flavanols (catechines) (+)-cathechine, (-)-epicatechine
Chalones Dérivés de phloretine, arbutine
(G-C3)2 Lignanes, neolignanes
(Gs-C3-Cg)2 | Biflavonoides Agathisflavone
(G-Cy)n Lignines Pinoresinol
(G-Cs-Ce) n | Tanins condensés protocyanidines

> Les formes simples :
Les formes les plus simples présentent des stegtirimiques allant du simple phénol en
Cs aux flavonoides en ©
» Les acides phénoliquesils sont subdivisés en 2 sous groupes :
v' Les acides hydroxybenzoiques (£C;) : existent fréquemment sous formes
d’esters ou de glucosides et peuvent étre intétaés les structures complexes. La forme générale
est présentée par la figure 8.

R
R=Rs=H, R,= OH : acide 4-hydroxybenzoiqt 1
R=R,=R; =OH: aC|d.e gallique _ R, COOH
R=H, R.=R3;=0H: acide protocatechuique
R=H, R.=0OH, Rs=0CH;: acide vanillique R

R=R3=0OCH;, R,=OH : acide syringique

Figure 8 : Structure générale des acides hydroxybeniques (ROBARDS efl., 1999).



v Les acides hydroxycinnamiques (6Cs) : ils représentent une classe importante.
Les molécules de base sont I'acidgoummarique (et ses dérivés), l'acide cafféiquacitle
férulique et I'acide sinapique. On rencontre aurmaain de ces acides dans pratiquement tous les
veégetaux supérieurs (RIBUREAU GAYON, 1968). La stune générale est représentée par la
figure 9.

Ri=R,=H, Ry=OH, Ri=OCH; : acide férulique R4

Ri=R,=R;=H, Rs=OH : acidep-coumarique " . o~COOH

R:=R,=H, R;=R,=OH : acide cafféique 3 H

Ri1=H, Rs=OH, R=R;=0OCH;: acide sinapique R, Ry
Figure 9: Structure générale des acides cinnamiqugphenylpropanoides) (ROBARDS
etal., 1999).

L’acide cafféique (acide 3,4-dihydroxycinnamiquiire ou estérifié, est généralement le
composeé le plus abondant et représente entre 75W086 de la quantité totale des acides
hydroxycinnamiques de la plupart des fruits (MANAE@HI., 2004). Il a été rapporté que I'acide
cafféigue a montré un effet protecteur similaire gelui dea-tocophérol de I'oxydation de LDL
et supérieur aux pouvoirs antioxydant de l'acideilfgue et I'acidep-coumarique (GULCIN,
2006).

» Les flavonoides (@Cs-Cg): Les flavonoides sont des composés
polyphénoliques comprenant 15 atomes de carbon@afdrune structure8C;-Cg, généralement
constitués de deux cycles aromatiques A et B qui Bés par un pont de 3 atomes de carbone
(cycle C). Ce sont les composés les plus abondsartai tous les composés phénoliques des
plantes (DUTHIE eal., 2000 ; PIETTA etl., 2003). Leusquelette de base est représenté dans la
figure 10.

Rs R,
Figure 10 : Structure de base des flavonoides (BEGEER, 2003).

C'est la structure de I'hétérocycle centrale et stmyré d’oxydation qui permet de
distinguer les différentes formes de flavonoides.l'iAtérieur de chacune des classes, les
substitutions autour de squelette chimique de laseGs comprennent I'hydroxylation, la
methylation, malonylation et la glycosylation (CR@t SAMMAN, 1996 ; MACHEIK etal.,
2005 ; BALASUNDRAM etal., 2006). Les classes majeures des flaide® sont : les flavonols,
flavones, flavonones, catechines (flavanols), aroines, isoflavones (PIETTét al, 2003).



La plupart des flavonoides sont présent dans lar@aous forme de glycosides et autres
formes conjuguées, ce qui contribue a leurs conitgkeet le grand nombre de molécules qui ont
été identifié (plus de 5000 identifiées) (BEECHER(3 ; DE MEDINA et ZARZUELO, 2008).

> Les formes condenseées :

Ces formes résultent de la condensation de cegades formes simples évoquées
précédemment. Selon la nature des constituantsgodgs et selon le type de condensation, on
obtient :

= Les tanins: on distingue 2 grands groupes :
o Tanins hydrolysables: sont des esters d'acides gallique ou ellagiquerés
hydrolyse, on distingue les gallotanins et ellagita.
o Tanins condensés (proanthocyanidinesysont des oligomeres ou des polyméres
de -3-ols (polymers de flavordaes). Ils sont résistants a I'hydrolyse.

» Les lignines: les lignines résultent de la polymérisation tridnsionnelle de 3 molécules
phénoliques de base dénommeées monolignols et quiesdalcools coumarylique, coniférilique et
sinapylique (RICHTER, 2003 ; MACHEIIt al, 2005).

« Biosynthése des composés phénoliques :
Les CP sont des produits du métabolisme secondagelantes. Ils sont synthétisés a partir
de deux voies biosynthétiques qui sont d’aprés BRANal. (1994) et VISIOLI egl. (2000) :

> Celle de l'acide shikimique, qui conduit aprés samination et désamination aux acides
cinnamiques et a leurs nombreux dérivés tels gsieatedes benzoiques ou les phénols
simples ;

> celle issue de l'acétate, qui conduit a des polgo€sters (polyacétates) de longueur
variable menant par cyclisation a des composéespdigues.

Deux acides aminés aromatiques, phénylalanineresitye, sont a l'origine de la formation
de la plupart des molécules phénoliques. En défistformes métaboliquement actives des acides
hydroxycinnamiques formés par une désaminatiormetent d’accéder aux principales classes
de composés phénoliques: vers les acides benzoigae B oxydation, vers les esters
hydroxycinnamiques par estérification, vers lesnsarnes par cyclisation interne, vers les
lignines par deux réductions successives et verfildeonoides. La figure 11 donne les voies de
biosyntheses des composés phénoliques.



Dérivés des acides hydroxycinnamiques

[

Phosphoénol Pyruvate

Erythrose 4-phosphate acide féruloylquinique,...)

1 (p-coumaroylglucose, acide chlorogénigue,

Protéines
N
Voie de l'acide A
shikimique
J
) 4
Af:ldtﬁT PHNYLALANINE
chorismique —%» —» > TYROSINE
.

Lignanes
.m .@ /'y

v
PHENYLPROPANOIDES :

ACIDES HYDROXYCINNAMIQUES
ACIDESDELA |,/ (coumarique, cafféique, férulique, sinapiquel @

SERIE BENZOIQUE et leurs ESTERS
(p-y_o_lroxyben;mque, avec le Coenzyme A (CoA)
salicilique, gallique,...)
Monolignols
p-coumaroyl-CoA (alcoolsp-coumarylique,
(Ce-C3) coniférylique et sinapylique)
3 malonyl CoA Eroxydases
3 C3) Laccases
TANNINS
hydrolysables
v
\ LIGNINES
COUMARINES CGo, (4CoA + 3 CoA)
(coumarines simples,
furanocoumarines,
coumarines prénylées) - v
STIBENES FLAVONODES en C15(Cs-C3-Cs) :
(resveratrol) chalcones, flavanones, flavonols, anthocyanes,

flavanes,...

TANNINS condensés

ISOFLAVONODES

PAL : phénylalanine ammonialysas&AL : tyrosine ammonialyaseCC : cinnamate CoA
réductase;,CAD : cinnamyl alcool déshydrogénaséHS : chalcone synthase€lH : chalcone
flavanone isomérasg; : transférases.

Figure 11 : Les grandes lignes de la biosynthésegdgrincipaux groupes des polyphénols
(MACHEIK et al., 2005).




«» Distribution :

Les polyphénols (PP) ou Les composés phénoliqudd) (@ sont pas distribués
uniformément dans la plante. lls se trouvent dantes les parties de la plante mais leur nature et
leurs concentrations varient entre les divers $iSROBARDS, 2003), ceux insolubles sont des
composants des parois cellulaires par contre celwbles sont compartimentés a l'intérieur des
vacuoles cellulaires (YAMAKI, 1984 ; NACZEK et SHAHI, 2004).

Les PP se rencontrent sous formes conjuguées esesutres, les acides organiques, les
acides aminés et les lipides et rarement libresBRBZIT et HORCAJADA, 2008).

Les feuilles sont considérées comme le site pralaiju métabolisme de la plante. Les
composés phénoliques identifiés sont: La quereefiguercetine-3-rhamnoside), la rutine
(quercetine-3-rutinoside), la luteoline-7-glycosid lutéoléine et l'acide 5-caffeoylquinic
(HEIMLER et al., 1992), l'acide chlorogéniqgue (CLIFFORD, 2000)plduropéine, le
dimethyloleuropine, l'oleuroside, le verbascosiedjgstoside (LE TUTOUR et GUEDON,1992 ;
DE NINO etal.,1997) et les flavonoides.

Dans les olives, une large gamme de structureagtiiées a été reportée incluant les
acides phénoliques simples comme les isoméresadiel¢ coumarique (ROMANI edl., 1999).
Cependant les graines et les enveloppes d'olivaiesorent relativement une faible fraction
phénolique qui inclut les phénols simples (tyrosalcaféique), flavonoides et secoridoides
(RYAN etal., 2001, 2002).

Dans la famille de Dlea Europaeal’oleuropéine, le démethyloleuropéine, le ligstde
et les oleosides représentent les oleosides plyéeslimajeurs (SOLER-RIVAS ei., 2000),
alors que le verbascoside est le dérivé hydroxyemque prédominant des olives (RYAd al,
1999). L'oleuropéine est généralement le composplus abondant et sa concentration peut
atteindre 140mg/g de matiére séche des olives $e(RIIOT et al., 1986) et 60-90 mg/g de
matiere séche des feuilles (LE TETOUR et GUEDON2)9

% Sources des composés phénoliques :

Les CP étant présent de facon ubiquitaire danésglee végétal, ils sont présents dans de
nombreux aliments, tels que les fruits, les Iéguasxéréales ou les fruits secs (BRAVGakt
1994), ainsi que dans les boissons, comme le ®igjdre, la biére ou le thé (DUTHIE, 1999 ;
KOLESNIKOV et GINS, 2001 ; MARTIN et ANDERIZNTSITOAINA, 2002 ; HALLIWELL,
2007), les plantes aromatiques (DIMITRIOS, 2006).

Plusieurs auteurs ont montré que la consommatisnatiments riches en antioxydants
diminue les niveaux d’oxydatian vivo (LUACES etal., 2005 ; KARAKAYA etal., 2006).

+ Role des polyphénols :

Les polyphénols sont importants pour la physiologgela plante et ses relations avec
I'environnement physicochimique et biologique. lpggments de nature phénolique (anthocyanes,
flavonols, pigments bruns) participent a la coliaratdes organes vegétaux (fleurs, fruits, graines)
(HARBONE, 1990 ; DUTHIE etal.,, 2003 ; NACZK et SHAHIDI, 2004 ; MACHEIX edtl.,
2006 ; PETTI et SCULLY, 2009). Les polyphénols fasent la fertilité de la plante et la
germination de pollen (PETTI et SCULLY, 2009).



Tous les composés phénoliques absorbent les ragmmis UV, ils protégent donc les
végétaux contre le rayonnement solaire (ROBARDBNTOLOVICH, 1997 ; LATTANZIO et
al., 2008). lls ont d’autres fonctions défensivestdirux sont les plus importantes : défense de la
plante contre les microorganismes pathogénes ettrecoes prédateurs (insectes)
(BALASUNDRAM et al., 2006 ;TAYLOR et CHOM, 2006 ; PETTI et SCULLY, 2009). lIs
protégent les plantes contre les blessures capsédss insectes (JAMN-LUAN et al., 2006 ;
LATTANZIO et al., 2008).

% Les composés phénoliques des olives et produits s :

L'olive de la familleOlea EurropaeaL., lI'un des fruits les plus importants dans leysp
meéditerranéens, couvre environ 8millions Ha, s8&9de la récolte mondiale (TABERA at,,
2004 cité par BOUAZIZ et SAYADI, 2005). En Algérie culture d'olive est I'une des activités
les plus importantes, particulierement en kabylia. wilaya de Tizi-Ouzou possede environ
3millions d'olivier répartis sur une superficie 88027 Ha. L'oliveraie représente 70% de la
superficie arboricole. 90% de cette oliveraie eshposée de la variétéGhamlal» et10% de la
variété «Azeradj». La wilaya de Tizi-Ouzou possede 405 huileriestdB11traditionnelles et 96
modernes. Ces huileries, lors de l'extraction ligl€ d'olive, génerent des quantités importantes
de sous produits: 40% de margines et 40% de grggnon

Les olives et les sous produits (feuilles, margjrmnstituent des sources importantes de
polyphénols ayant des propriétés antioxydantesittéressantes.

= Les feuilles :

Les feuilles sont considérées comme le site ahcu métabolisme de la plante (produits
primaires et secondaires). Elles représentent umerce des composés phénoliqgues et
I'oleuropéine constitue le composant le plus abahdas extraits des feuilles (JAR-LUAN et
al., 2006 ; MALIK et BRADFORD, 2008 DE LEONARDIS etal., 2008). L'oleuropéine est un
ester constitué de I'hydroxytyrosol (HT) ou 3,4wgiroxyphényléthanol (3,4-DHPE) et I'acide
elénolique.

HEIMLER etal. (1992) et BOUDET (2007) ont isolé et identifié IEP, spécifiquement les
flavonoides glycosides (lutéoline 7-rutinoside galine 4’-glucoside, apigénine 7- glucoside et
apigénine 7-rutinoside) et biflavonoides (apigénkaamférol, luteoline), des feuilles d’olive.

Les constituants majeurs des feuilles sont les isdoaes comme I'oleuropeine, le
ligstroside, le dimethyloleuropeine et I'oleosideARIBOLDI et al., 1986, PEREIRA etl.,
2007). Elles contiennent aussi I'acide cafféiquetylrosol et I'hydroxytyrosol (SALTA eal.,
2009). La concentration des PP des feuilles dégderld qualité, la variété et I'origine de la plante
(ALTIOK et al., 2008). La phytothérapie et la médecine moderiiesarit les feuilles pour le
traitement et la prévention de I'hypertension, phglycémie, comme antiseptique et diurétique
(FERREIRA etal., 2007).



» Les drupes d’olives :

Le contenu phénolique des olives a été largemediétLes polyphénols représentent de 1
a 3% de poids frais d'olive a maturité. Parmi €es, sectridoides phénoliques et du ligstroside
ainsi que de leurs dérivés aglycones, décarboxyiéstiet aldéhydiques (SILVA el., 2006).

L’hydroxytyrosol et le tyrosol sont les alcools pbégues les plus abondants
(RODRIGUEZ etal., 2009), les flavonoides (les flavonols glucositieoléine -7-glucoside et
rutine), le verbascoside, dérivés d’acide hydraxyamique ont été identifies dans la fraction
phénoliqgue des olives (ROMANI al., 1999). Bien que les acides phénoliques, lesolco
phénoliques et les flavonoides se rencontrent daascoup de fruits et végétaux appartenant a
plusieurs familles botaniques, les secoiridoidest swésents exclusivement dans les plantes
appartenant a la famille d€deaceaedontOlea Europea L(ROBARDS etal., 1999 ; SERVILI
et MONTEDERO 2002 ; SERVILI l., 2004 ; SILVA etal., 2006).

Les sécoiridoides sont caractérisés par la préskntacide élénolique ou ses dérivés dans
leur structure. L'oleuropéine, le dimethyloleurapei le ligstroside et le niizhenide sont les plus
abondants dans les olives (SERVILI et MONTEDER@)20ont I'oleuropéine est le principale
CP des olives (BOUAZIZ «dl., 2005 ; DAMAK et al., 2008).

La maturation des olives est caractérisée par kengdgment de la couleur et des
modifications physiologiques et morphologiques.dbangement de la couleur est associé a la
diminution de la quantité des chlorophylles et’delropéine et a I'apparition des anthocyanines
(RYAN et ROBARDS, 1998). Les anthocyanines commdas olives sont des cyanidines et
delphinidine glycosides.

= Les olives de table :

L'olive de table est une forme de transfororatide la drupe d'olive destinée a la
consommation, dont la concentration en CP est sdaid’'un facteur de 10 par rapport a celle de
la drupe. Les pertes portent surtout sur lesigdoides. Des échantillons des olives de table
commercialisés ont été analysés par RP-HPLC etdssltats de cette analyse montrent la
prédominance de I'hydroxytyrosol (DIMITRIOS, 200&es CP identifiés majoritairement sont :
le tyrosol, I'hydroxytyrosol et I'acide oleanolique la concentration de ces composés dépend du
degré de maturation des olives et le traitemenliguep (BOSKOU etal., 2006).

» Les margines:

Les margines ou eaux de végétation repréderien milieu complexe contenant
principalement les polyphénols dont I'hydroxytyrbsest le plus abondant des monomeres
phénoliques (FEKI edl., 2006 ; DE MARCO eal., 2007 ; SAYADI etal., 2008). La composition
phénoliqgue des margines varie en fonction de laposition des olives et le systeme d’extraction
de I'huile d’olive (OBEID efal., 2005).

La fraction phénolique est caractérisée par wapdg complexité, les CP majeurs identifiés
selon OBEID etl. (2007) sont : 'hydroxytyrosol , I'hydroxytyrokglycosylé, le tyrosol, I'acide
cafféigue, le verbascoside, I'oleuropéine, la lliEn la quercetine, I'apeginine et la rutine.
BIANCO etal., (2003) en utilisant HPLC-MS-MS ont identifié 20mposes.



= Grignons :

Les recherches ont confirmé la présence d’coisédoide majeur dans le noyau de I'olive,
le nuzhénide (SILVA efal.,, 2006), et une autre catégorie de CP appeléanam a laquelle
appartiennent le pinorexinol et I'acetoxypinorediri®autres composés ont été identifiés dans les
grignons de la famill®©lea europaeajui sont : le salidroside et le nuzhénide oléo$®OLER-

RIVAS etal., 2000 ; RYAN etl., 2002).

= | 'huile :

Les phénols représentent les composants les plosdabts des antioxydants naturels de
I'huile d’olive vierge (OWEN efal., 2004 ; CARRASCO-PANCORBO at., 2006 ; KIRALAN
et al., 2009). L'huile d’olive contient les phénols silag, lignines et les secoiridoides, leurs
structures sont consignées dans le tableau Il (BB et al., 2007). Cependant, les acides
phénoliques : cafféique, vanillique, syringiquegtpratechuiquep-coumarique eb-coumarique,
4-hydroxybenzoique sont les premiers identifiessddruile d'olive vierge (MONTEDERO, 1972
cité par TRIPOLI etal., 2005 ; VEKIARI et KOUTSAFTAKIS, 2002). Les lignas (le (+)-1-
acetoxypinoresinol et (+)-1-hydroxypinoresinol) ofté identifiés aussi dans certaines huiles
d'olive et leurs concentration peut dépasser 10kgngt ceci selon les variétés (TRIPOLIladt
2005 ; OLEVERAS-LOPEZ etl., 2007). L'étude faite par MORELLO ei. (2005) a rapporté
gue les flavonoides comme le luteoline et apegifunepartie de la fraction phénolique de I'huile

d'olive.

Tableau IV : Les composés phénoliques de I'huile dlive vierge (BENDINI et al., 2007)

Composés substituant Structure
Acides benzoiques et dérivés
a. 3-hydroxybenzoique 3:0H 3 6

, TN,

a. p-hydroxybenzoique 4:0H 4 E/ H“-‘I}—EDGH
a. 3,4-dihydroxybenzoique 34:0H _
a. gentisique 25:0H 3 2
a. vanillique 3: OCH;s, 4: OH
a. gallique 3,4,5:0OH
a. syringique 3,5: 0CH;, 4: OH

Acides cinnamiques et dérivés
a.o-coumarique

a. pcoumarique

a. caféique

a. ferulique

a. sinapique

2:0H
4:0H
3,4: OH
3:0CHs, 4: OH
3,5:0CH;, 4: OH

5 ¢
\ CO0H
8 \%’f%}*"
3 2

Alcools ethylphenyliques

Tyrosol p-hydroxyphenyl) éthanol ou

p-HPEA

Hydroxytyrosol (3,4-di hydroxypheny

éthanol ou 3,4-DHPEA

4:0OH

)3,4: OH

5 E
—
4(}’! \Q;‘-. .-""-HHH__;-"'DH
1

3 2




Autre acides phénoliques et dérivés 5 8
a. hydroxyphenilacetique 3:0H als "})\‘ r"“‘cmﬁ
a. 3,4-di hydroxyphenilacetique 34 :OH *x_fa—z
a. 4-hydroxy-3-methoxylacetique 3:0CH; 4: OH

HO,_ N -0
a.3-(3,4dihydroxyphenyl) proparide \ T

o
Formes dialdedydique des R~wo__ .o
secoiridoides f
Decarboxymethyloleuropeine  aglycopR; : OH

(3,4-DHPEA-EDA)
Decarboxymethyl
(p-HPEA-EDA)

ligstroside aglycon®; : H

Secoiridoides aglycones [ . T
Oleuropeine aglycone (3,4-DHPEA-EA) R; : OH %
Ligstroside aglycongptHPEA-EA) Ri:H :E y
Forme aldéhydiqgue de [I'oleuropein®;: OH i

pHPEA or 3 4-DHFES
aglycone i A
Forme aldéhydique de ligstrosid®; : H R
aglycone
Flavonols 7
(+)-taxifoline E‘j‘“”

HO. oy 0. oty

WEI,I L.
T
Flavones OH
Apigenine R:: OH, R:H ;J\ Rz
Lutéoleine R:: OH, R.OH HO_ 0. ,.L::}J/
et
Ry O

Lignanes et
(+)-pinoresinol R:H N
(+)-1-acetoxypinoresinol R : OCOCH y ( \‘R\\f’“
(+)-1-hydroxypinoresinol R :OH PNl

Ho="%, U

chc':I

% Les facteurs influencant la composition phénolique
La composition en CP est déterminée par les faxtgénétiques et biologiques. La
guantité varie sur une large gamme (de 50 a 100gngnais les teneurs usuellement sont
comprises entre 100 et 300 mg/kg (DIMITRIOS, 2006).



Les facteurs qui déterminent cette concentrationt sde site de culture, le cultivar
(VISIOLI et GALLI, 1998 ; CHEIKHOUSMA etal., 2005), le degré de maturation (la quantité
des PP diminue habituellement au stade avancé tiegatian des olives) (VISIOLI edl., 2002 ;
TRIPOLI et al.,, 2005), les pratiques agronomiques appliquéestili€ation, irrigation)
(GALLINA-TOSCHI, 2005 ; DAMAK etal.,2008) et le climat (MEDINA, 2007). La quantité des
CP dans I'huile d'olives est aussi influencée patat de la matiére premiere et la conduite
technologique d’élaboration de I'huile (systemessique, centrifugation, filtration) (VERIARI et
KOUTSAFTAKIS, 2002 ; KIRALAN etal.,, 2009). L’huile produite par le systeme continu
(centrifugation) présente généralement une faiblecentration en CP que celle produite par les
autres systemes (RANALLI etl., 1997,1998,1999 ; VISIOLI «tl., 2002 ; GALLINA-TOSCHI,
2005).

+ Les composeés phénoliques et le goiit

Les cp conferent aux produits végétaux frais atsformés certaines de leurs propriétés
organoleptigues majeures (couleur et godt) (CHEYNIE SARNI-MANCHADO, 2006). lIs
jouent un rdle déterminant sur le plan gustatift@it particulierement sur les sensations
d’astringence et d’amertume. D’aprés HASLAM (200@stringence est généralement associée
aux tannins. Les CP sont a l'origine de I'amertudeecertains produits alimentaires d’origine
veégetale, tels que les agrumes et I'olive. lls sarsi responsables de I'astringence des fruits et
des boissons.

Dans les olives, 'amertume et I'astringence santélées avec I'importance des teneurs
en CP et en sécoiridoides particulieremenbidgphénols (ARGEROSA eil., 2000 ; RANALLI
et al., 2000). L'oleuropéine est le principe amer dewesl (SOLAR-RIVAS etal., 2000 ;
BRIANTE etal., 2002 ; DAMAK etal., 2008) ainsi que les acides phénoliques et péigfement
I'acide cinnamique (VISIOLI eal., 2002).

L’astringence connue comme la perte de la lubtifice caractéristique désirable de
certaines boissons telles que les vins, thé, cidrssassociée spécifiqguement aux interactions
protéines-tannins (PIETTA ai., 2003 ; HASLAM, 2007). D’'une maniére généralestfangence
et 'amertume diminuent spontanément au cours dearation des fruits ou de la conservation
des produits.

% La stabilité oxydative de I'huile d’olive :

La stabilité oxydative élevée de 'HO est princgrakbnt due a sa composition et a la
présence des antioxydants naturels (tocophérsl€Ree3-carotene) (CINQUANTA eal., 1997,
2001 ; CANIZARES-MACIAS efal., 2004 ; MENDEZ et FALQUE, 2007). La contributioesd
CP au prolongement de la durée de vie des huitdargement étudiee. VAZQUEZ RONCERO
(1978) et GUTFINGER (1981) ont rapporté une coti@gtaentre la quantité des CP et la stabilité
de I'HO. Cette corrélation a été confirmée par igluss études notamment celle de TSIMIDOU et
al.(1992) et celle de CINQUANTA etl.,(2001).

Selon TSIMIDOU etal., (2005), la stabilit¢ des huiles d'olive non réks est plus
significative que celle des huiles filtrées, camincide avec le contenu phénolique total important
des huiles non filtrées.



Il est bien connu que la stabilité oxydative éledés HO est principalement due amx
diphénols comme I'hydroxytyrosol et ses formes sidigues. APARICIOet al, (1999), en
utilisant I'analyse statistique des données retgtia 79 HO de deux variétés, ont mesuré les
corrélations entre la stabilité oxydative (mesungg Rancimat) et plusieurs variables
compositionnelles. Les résultats de cette étudenomiré que les phénols, ratio oléique/linoléique
et les tocophérols ont une corrélation maximalec daestabilité oxydative. Les PP contribuent
d’environ a 51% de la stabilité oxydative des H@r{jgulierement 30% pour les phénols, et 21%
pour leso-diphénols par contre le ratio oléique/linoléiquepaticiper avec 27%, tandis que la
contribution des tocophérols est de 9% et cellechEsophylles et les caroténoides de 13%).

Dans les expérimentations effectuées par CARRASBRNTORBO et al.,, (2006)
I'activité antioxydante de plusieurs PP individuals I'HO (hydroxytyrosol, tyrosol, acide
élénolique, 3,4-DHPEA-EDA, + (-) pinoresinol, (Hatetoxypinoresinol, oleuropeine aglycone,
ligstroside aglycone) est évaluée. Les résultatenais montrent que I'hydroxytyrosol, 3,4-
DHPEA-EDA et I'oleuropeine aglycone ont un pouvantioxydant puissant. L'acide élénolique
(qui n'a pas de cycle phénoliqgue) est 'un des cosBp qui présente une faible activité
antioxydante, ceci a été reporté par BRIANTEle (2003).

De plus, CHIMI etal. (1991) ont montré qu’'a la température de 50°@ €&bbscurite,
lactivité antioxydante des CP de [I'huile d'oliveiexge décroit dans l'ordre suivant:
hydroxytyrosol >acide cafféique >oleuropéine > §gio

+ Modes d’action des composes phénoliques :

Les PP peuvent inhiber 'oxydation par différentécanismes : balayeurs ou « scanvengers »
de radicaux libres et par séquestration des mémEANAS’EV et al., 1989 ; AMAROWICZ et
al., 2004 ; TAWAHA etal., 2007 ; PETTI et SCULLY, 2009). Un autre mécanispeait étre
impliqué in vivo lorsque les CP peuvent protégertocophérol de I'oxydation (s’oxydent eux
mémes) ou ils peuvent régénérertbcophérol (en donnant un atome d’hydrogéne pouadical
de a-tocophérol) (ROBARDS etl.,, 1999 ; MOURE etal., 2001 ; TRIPOLI etal.,, 2005;
LEGER, 2006). Certains CP sont des inhibiteurs etesymes d’oxydation, en particulier de la
lipoxygénase, de la cyclo-oxygénase (COOK et SAMMAN996; BERSET, 2006 ;
TEISSEDRE, 2008), de la prostaglandine synthase RKBENUZ et al., 2005), de la
succinoxidase mitochondriale et de la NADH oxyd@®CHA-GUZMAN etal., 2007).

Les CP sont des puissants agents réducteurs (EWAAAY et al, 2007). L'activité
antioxydante des composés phénoliques réside dansdpacité a bloguer la phase d’initiation en
captant les radicaux libres des lipides. La figlPemontre le mode d’action des antioxydants
phénoliques.
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Figure 12 : Mécanisme antioxydant des composés phaigques (SHERWIN, 1978).



+ Relation structure-activité anti-oxydante :

La structure des CP est la clef déterminante des lagtivites (ABEROUMAND et
DEOKULE, 2008). Dans le cas des acides phénoliquasexemple, I'activité anti-oxydante
dépend du nombre et de la position des groupesokyidis sur le cycle (RICES-EVANS at.,
1996 ; ROBARDS eal.,1999 ; SINEIRO etl., 2008).

De plus, FINOTTI et DIMAJO (2003) ont observes dggortho- etpara- substituant sont
plus stables que leseta. BENDINI etal. (2006) ont montré que lestho diphénols assurent une
activité antioxydante la plus significative.

Les acides hydroxycinnamiques montrent une actaviiioxydante plus élevée que les a.
hydroxybenzigques (ANDREASEN eal., 2001). Selon RICE-EVANS ei. (1996), cette activité
peut étre due au groupement CH=CH-COOH qui céde fakilement I’hydrogéne que le groupe
carboxylique des a. hydroberigoes.

Cependant, la relation structure-activité est beap@lus compliquée pour les flavades
et ceci en relation avec leur complexité structurélertaines caractéristiques sont la nature de
substitutions sur le cycle B et C qui détermineiaictivité antioxydante des flavordes
(BALASUNDRAM et al, 2006 ; ALUYOR et ORI-JESUS, 2008). L'activité démvonddes est
liée aux parametres suivants:

v Le degré d’hydroxylation et la position de —OH kucycle B, particulierement la
structureortho-dihydroxyle (RATTY et DAS, 1988 ; RICES-EVVAN al., 1996 ; VAN ACKER
etal., 1996 ; ROBARDS edl., 1999 ; PIETTA, 2000).

v' La présence de groupe hydroxyle en position 3t &' sur le cycle B augmente
l'activité antioxydante des flavoides par rapport a ceux qui ont un seul hydroxyl&NV
ACKER et al.,, 1996 ; PENG etnl., 2002 ; DE MEDINA et ZARZUELO, 2008). D’apres
BOUAZIZ et al. (2005), I'hydroxyle en positiolmrtho 3' sur le cycle B contribue a l'activité
antioxydante.

v' La double liaison entre £&t G conjuguée avec le groupe 4-0xo ou combinée avec
3-OH sur le cycle C augmente la capacité antioxigaes flavonmles (RICES EVAN etl.,
1996 ; VAN ACKER etal., 1996 ; PIETTA, 2000). Par contre, d’apres CO&KSAMMAN
(1996), I'hydrogénation affecte le pouvoir antiozyd.

v La substitution de groupes hydroxyles par des grsupethoxyl sur le cycle B
altére le potentiel redox qui affecte la capacitdioxydante (COOK et SAMMAN, 1996 ;
PIETTA, 2000 ; SEERAM et NAIR, 2002).

L’activité antioxydante des flavonoides est dorroitgment liée a la position et le degré
d’hydroxylation de la molécule, les considératiomgeures pour cette activité est I'hydroxylation
du cycle B.

+ Les propriétés biologiques des polyphénols :

Les CP suscitent actuellement beaucoup d’'intérétsaison du bénéfice qu’ils pourraient
apporter en terme de prévention des maladies &éesieillissement (infarctus de myocarde,
maladies dégénératives), cancers, maladies chesigtHENNEBELLE efl., 2004 ; SCALBERT
etal., 2005 ; SHAHIDI etal., 2008). Des études épidémiologiques mettent aedek les effets
protecteurs de la consommation des CP contre |&gliaa cardiovasculaires.



Cependant, leurs effets protecteurs contre lesecantes maladies neurodégéneratives et
la détérioration de la fonction cérébrale sont emtéargement tirés des expériengesivo sur des
animaux et des étud@s vitro (SCALBERT etal., 2005). L'activité antimicrobienne des CP est
utile contre les maladies infectieuses (PETTI etUBLCY, 2009), cependant, il reste la
confirmation par des études sur I'étre humain.

Dans le contexte du régime meéditerranéen et malachediovasculaires, il a été bien
montré que le CP de 'HO augmentent la résistarmseLdL contre I'oxydationif vitro et in
vivo) (VISIOLI et al., 1995). L’étude menée par BOGANI &k, (2007) confirme [|'effet anti-
inflammatoire et anti-thrombotique des CP de I'HECe tableau V résume quelques effets
biologiques des CP de I'HO.

Tableau V : Quelques activités biologiques des corapés phénoliques de L’'HO.

Activités Références

- Inhibition de l'oxydation de low SCACCINI etal. (1992) ; WISEMAN etal. (1992) ;
density lipoprotein (LDL) i6 vivo, | VISIOLI et GALLI (1994) ; ARUOMA etal. (1998) ;
ex Vvivo) FITO et al. (2007) ; SHAHIDI, 2007 ; TEISSEDRE
(2008).

-Inhibition de I'agrégation MOURE et al. (2001) ; HUBBARD etal. (2003) ;
plaguettaire TRIPOLI et al. (2005); IOPEZ et al. (2008);
OZDEMIR etal. (2009) ; CICERALE eal. (2010).

-Réduction de la production deE LA PUERTA etal. (1999) ; SANTAGELO el.
thromboxane B (TXB2) et| (2007) ; OVASKAINEN etal. (2008) ;

leukotriéne B (LTB4)  par| HODZIC etal. (2009) ; CICERALE e4l. (2010).
l'activation de leucocytesir{ vivo,

in vitro).

-Récupérations des especdsSIOLI et al. (1998) ; BENAVENTE-GARCIA etal.
réactives d’oxygene. (2000) ; DUTHIE ¢al. (2003) ; HODZIC eal. (2009).

-Inhibition de la croissanceTURCOTTE et SAHEB (1978); KAMPA etal.
bactérienne. (2003) ; RANDHIR etal. (2005) ; DE MARCO etl.
(2007) ; RODRIGUEZ VAQUERO sil. (2007).

-Induction de l'apoptose et de |SAVARESE etal. (2007) ; ROCHA-GUZMAN efal.
différenciation cellulaire sur 1es(2007).
cellules tumorales.




« Méthodes d’extraction, de quantifications et d’'anayses des CP :

Les méthodes de séparation, de dosage et d'idextiifn des CP ont fait des progres
spectaculaires au cours de ces dernieres années.ekeaction est influencée par leur nature
chimique, leur solubilité et leur degré de liaisaec d’autres constituants végétaux.

Les méthodes d’extraction présentenmi&me principe a savoir solubilisation par un
solvant organique polaire, filtration et délipidati par un solvant non polaire et enfin une
concentration sous vide ; c’est une extractionitig-liquide. L'extraction en phase solide a été
aussi utilisée (LITRIDOU efal,, 1997 ; ROMANI etal., 2001 ; PANAGIOTOPOULOU et
TSIMIDOU, 2002). Plus recemment, les ultrasonsest mhicro-ondes assistées ont été utilisés par
JAPON-LUJAN etal., (2006) pour leur extraction & partir des fesilEolive.

Diverses techniques ont été mises en ceuvre pawalyse quantitative des cp. La méthode
classique est la procédure colorimétrique utilidangactif Folin-Ciocalteu. Avant I'introduction
de la chromatographie liquide a haute performahi_C), la séparation chromatographique sur
papier (CARRASCO-PANCORBO etal., 2005), sur couche mince (ROBARDS et
ANTOLOVICH, 1997, DEMECHKI etal., 2001) ou sur colonnes avaient été largement
développées, les séparations par électrophoregmpiat ainsi que la chromatographie en phase
gazeuse (CPG) (BRIANTE at., 2002).

La technique HPLC est, de tres loin, la plus penfoite et la plus utilisée pour la
séparation et le dosage des CP (RP-HPLC plus plgtiement). Durant la décennie passée,
I'identification des composés individuels est fa€# par la mise en ceuvre des méthodes couplées
a 'HPLC notamment la spectrométrie de masse (RS)AN etal., 1997 ; ANTOLOVICH edl.,
2004 ; NACZEK et SHAHIDI, 2004 ; DAMAK etl., 2008). Différentes options de HPLC-MS
ont été utilisées particulierement ESI-MS-HPLC (BIEXIA, 2007 ; SAVARESE eal., 2007) et
HPLC-APCI-MS (RYAN etal., 1999 ; SILVA etal., 2005). Un autre outil puissant pour la
détermination de nouvelles structures phénoliqeedaerésonance magnétique nucléaire (RMN)
seule (OBEID eatl., 2007) ou couplée a la HPLC ou a la MS (DIMITBL006 ; BENDINI et
al., 2007).

La caractérisation et la quantification des CPaiatréalisées avec succes par la CG et la
HPLC mais I'utilisation des techniques plus rapidssrecommandée notamment I'électrophorese
capillaire (EC) qui est caractérisée par une heggelution, faible volume d’échantillon (ul) et
guelques minutes pour I'analyse (CARRASCO-PANCOR®RAI., 2006). L'EC peut étre couplée
a plusieurs détecteurs (UV, détecteurs électrochias) et a la MS. Actuellement la technique
prometteuse pour l'estimation des CP totaux dahsil€ dolive est la spectrométrie de
fluorescence.

3.3.2.4. Quelques extraits naturels utilisés comnamtioxydants dans les huiles:

Afin d’augmenter la stabilité oxydative des huilgdusieurs sources d’antioxydants
naturels ont été utilisées pour I'enrichissemerd Heiles de friture. Le tableau VI donne un
apercu des extraits naturels utilisés.



Tableau VI : Quelques extraits naturels utilisés por enrichir les huiles.

Extraits

Huiles

Références

Extrait d’origan

Huile de palme

LOLOS at (1999)

Poudre d’'origan

Huile de coton

HOUHOULA &t (2004)

Extrait de romarin
Extrait de sauge

Huile de palme

CHE MAN et
(1999)

JASWIR,

Extrait éthanolique de IaHuile de tournesol YANISLIEVA eél. (1997)
sarriette
Extrait meéthanolique des ZANDI et al. (1999)

feuilles de thé ;
Extrait d’avoine

Huile de coton

TRIAN et WHITE (1994)

Poudre des épinards

Huile de soja

LEBIef2002)

Extraits des feuilles : chol

épinards,

I Huile de tournesol, huil

d’'arachide

2eSHYAMALA et al (2005)

Extrait des feuilles d’olive

Huile dolive, huile ed
palme, huile de tournesol

SALTA etal. (2009)

Extrait d

I'avoine

méthanolique

cHuile de tournesol
Huile de Cotton

TIAN et al. (1994)

Extrait des feuilles d'olive

Huile d'olive, de tmesol,
de palme

CHIOU etal. (2007)

Extrait de

grenade

la pulpe d

pHuile de tournesol

EL ANANY (2007)

Extrait de feuilles vertes d
thé

eHuile de canola

CHEN etl. (1996)

Extrait de feuilles d¢hé

Huile de colza

ZANDI etl. (1999)

Extrait de feuilles de thé

Huile de blé

NAZzbt (2004)

Extrait de Pomposia

Huile de tournesol

REHAB. (2010

3.3.2.5. Efficacité des antioxydants :

L’efficacité d’'un antioxydant dépend des condiictle son application dans les produits
alimentaires. L'activité des antioxydants dépendlalg polarité, les antioxydants liposolubles
sont plus actifs dans les émulsions, par contramgiexydants polaires agissent dans les graisses
et huiles. Les antioxydants non polaires (tocopbémmalmitate d’ascorbyle) sont plus efficaces
dans les émulsions du type huile/eau que dansuiesshDe plus, il est connu que l'efficacité des
composeés antioxydants naturels dépend de leurststes tels que le nombre et la position de
groupes hydroxyles et méthoxyles dans la moléctielle est favorisée par la capacité de
délocaliser et de stabiliser les électrons impetirpar la capacité de former des ponts hydrogene

intramoléculaires (MANNINO edl., 1999).




_Partie prqtique



1. Matériel et méthodes :
1. Matériel :
1.1. Matiéres premiéres :
v' Olives: desolives vertes de la variété Ghamlal» ont été récoltées ganvier
2010. Ces olives proviennent d’'un verger situé dnTait (Wilaya de Tizi-Ouzou). Les olives
prélevées sont immédiatement triées, répartiesetitep quantités de 200mg dans des sacs en
plastique, puis congelées -18°C.

v Feuilles d'olive des feuilles d’olive de la variétéGhamlal» ont été recueillies en
mars 2009, ces feuilles proviennent de méme ver@es feuilles sont triées, séchées a
température ambiante et a I'abri de la lumiere.e8méchage, les feuilles sont broyées en poudre.
La poudre de feuilles est conservée dans un flegiaté a température ambiante.

v' Margines: des margines proviennent d’'une huilerie moderneésita Tadmait
(Tizi-Ouzou). Ces margines issues des récoltesadsaison 2008 /2009 sont immédiatement
répartis dans des flacons en plastique de 250mlquuigelés a -18°C.

v' Huiles végétales deux huiles a large consommation sont utiliséase huile de
tournesol et une huile d'olive.

1.2. Appareillage :
-agitateur ;
- balance de précision (OHAUS) ;
- bain Mari (MEMMERT) ;
- centrifugeuse réfrigérée (SIGMA) ;
-rotavapeur (HEIDOLPH) ;
-spectrophotometre UV Visible (SHINADZU) ;
-étuve : (MEMMERT).

1.3. Produits chimiques et réactifs :
- solvants : acétate d’éthyle, acétone, aeidétique, acide trichloracétique, benzene,
chloroforme, hexane, éthanol, méthanol.
-réactifs spécifigues et colorants: DPPH -Qighenyl-1-picrylhydrazyl), acide
thiobarbiturique, réactif de Folin-Ciocalteu, phphtaléine.
- autres : carbonate de sodium, hydroxyleodieusn, thiosulfate, potassium ferrycianide,
phosphate monopotassique, phosphate dissodiqueeidd potassium, FegL

1.2. Méthodes d’analyse:
1.2.1. Extraction des polyphénols des olives,slteuilles et des margines :

Le protocole d’extraction des composés phénoligugsartir d’'olives est basé sur la
meéthode décrite par BRENESat (1997) dont les principales étapes sont résumeaes ld figure
13.

La figure 14 illustre les principales étapes d‘agtion des polyphénols a partir des feuilles
d’olive en se basant sur la méthode de GARIBOLLAIe{1986).



Pour I'extraction des polyphénols a partir desgimas, nous avons opté pour la méthode
décrite par DE MARCO ddl. (2007) dont les principales étapes sont résumnhaes la figure 15.

1.2.2. Dosage des polyphénols totaux :

La concentration des composés phénols est déteenpiar la méthode de SINGLETON et
al. (1999) utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu etpose sur l'oxydabilité des composés
phénoliques lors de la réaction. Les acides phaaphddique et tungstique seront réduits en
présence de ces composés en donnant une colotdéor dont lintensité est estimée par
spectrophotometre a une longueur d’onde de 760 nm.

La méthode de SINGLETON ell. (1999) consiste a rajouter successivement aul25
d’échantillon ou de ses dilutions :

* 500ul d’eau distillée ;

e 125ul de réactif de Folin-Ciocalteu;

e 1,250 ml d’'une solution de carbonate de sodium (i7%)

e de l'eau distillée jusgqu’a un volume total de 3ml;

» Aprés une heure dincubation a l'obscurité et apérature ambiante,
I'absorbance est mesurée a 760 nm.

Les concentrations sont données en équivalentd#agallique (mg/g). La gamme des
concentrations utilisée pour établir la courbedgtalarie de 0,025-0,05mg/ml.

1.2.3. Extraction et dosage colorimétrique des pghénols totaux dans 'huile :

La figure 16 illustre les principales étapes d'agtion et de dosage des polyphénols dans
'huile. La méthode de CAPANNESI at. (2000) a été utilisée pour les extraire et lesedoLa
courbe étalon est obtenue en utilisant une gammealecentrations de I'acide gallique de 0,04 -
0,2 mg/ml.



Olives vertes

Dénoyautage +
Broyage

v

10g de pulpe

A 4

30ml solution méthanol/eau\
(80/20, viv)

A 4
Agitation
X3

A 4

Centrifugation
(5mn a 3500tr/min), filtratic

J

Feuilles

l

50 g de poudre de
feuilles

l

250ml solution méthanol/eau
(80/20, viv)

\ 4

Macération (3jours), filtration

A 4
Evaporation sous vide a 40°C

A 4

Dissoudre le résidu sec dans 50m
acétone/eau (v/v)

A 4

A 4

Evaporation sous vide a
40°C

Lavage de la phase aqueuse avec I'hex3
(50ml, 4 x) puis avec le chloroforme
(50ml, x4)

ane

A 4

Lavage de la phase
aqueuse avec I'hexans

A 4

Extraction avec 'acétate
d’éthyle (15 ml, 5x)

A 4

Dissoudre le résidu dans
2ml de méthan

Figure 13 : Diagramme d’extraction des
composés phénoliques a partir des olive:
vertes (BERNESet al, 1997)

A4

Lavage de la phase aqueuse aveg
I'acétate d’éthyle (50ml, 4 x)

A 4
Evaporation sous vide a 40°C

A 4

Dissoudre le résidu sec dans 5ml de
méthanol

Figure 14: Diagramme d’extraction des
composés phénoligues a partir des feuilles

d'olive (GARIBOLDI et al. ,1986)



Margines

l

Acidification (avec Hcl, pH= 2)

l

10ml de margines

[

Lavage avec I'hexane (15ml)

!

>x2

Centrifugation

(5min & 3500tr/min)

Huile d’'olive

\ 4
Dissoudre dans 2,5ml d’hexar{e

A 4

Extraction avec 3 X 2,5ml de la
solution méthanol/eau (80"

\4

Centrifugation (5mn a 5000tr/min)

A 4
Combiner les extraits alcooliques

A

y

_/

Lavage avec I'acétate d’éthyle

A

y

(20 ml, 4x)

A 4

Evaporation sous vide a 35°C

A 4

Dissoudre le résidu sec dans 3r
de méthanol

ni

Figure 15: Diagramme d’extraction

des

polyphénols a partir des margines

(DE MARCO et al., 2007)

Ajouter 2,5ml de réactif
Folin-Ciocalteu a I'extrait

A 4

Ajouter 5ml de la solution de NaO;(7,5%)

A 4

Jauger au volume de 50ml, laisser une n
a I'obscurité puis mesurer I'absorbancg
a 765nm

Figure 16: Diagramme d’extraction et de

uit

dosage des composés phénoliques des

huiles (CAPANNES etal., 2000)



1.2.4. Détermination de la capacité antiradicala¢ :

Le radical libore DPPH- est utilisé pour détermitercapacité antioxydante des extraits
phénoliques, qui en présence d’'un antioxydantéiir en DPPH-H et ainsi son absorbance est
diminuée. La figure 17 montre le mécanisme paruel de radical DPPH- accepte I'hydrogéne
d’'un antioxydant.

RH

(antioxydant) :
Q w Y

QU <

DPPH DPPH-H

v

iz

=
£T

|

i, =
L

Figure 17: Réaction de réduction de DPPH- par I'anbxydant
(MOON et SHIBAMOTO, 2009).

La capacité antiradicalaire des extraits a étduéeapar la méthode de KUSILIC at
(2004), qui consiste a rajouter a 50ul de l'extrait a ses dilutions 3ml de la solution
méthanolique de DPPH (6x2MM). Aprés 60 minutes d’'incubation & I'obscurité&bkorbance
est mesurée a 517nm. La diminution de I'absorbastenesurée par la §6(quantité équivalente
en extrait qui neutralise 50% du DPHUne IG, faible correspond a une activité antioxydante
élevée de I'extrait. Le pourcentage d’inhibition ealculé par la formule suivante :

% d’inhibition = A (DPPH) — A (échantillon) [ A (DPPH) X 100

A pppH).  absorbance de la solution méthanolique deHDEBX10°M).
A (schantillon) : @bsorbance de I'échantillon aprés 60 min d’'intiala

1.2.5. Détermination du pouvoir réducteur (FRP) ¢duction ferrique) :

La méthode décrite par CHEW at. (2009) est adoptée pour déterminer le FRP des
extraits phénoliques. Ce test est utilisé pousetdst capacité des antioxydants a réduire les ions
Fe’* en F&" impliquant le mécanisme de transfert des électrons

Alml de l'extrait a différentes concentrations, tsajoutés 2,5ml du tampon phosphate
(0,1M ; pH = 6,6), 2,5ml de solution a 1% de patassferricyanide. Le mélange est agité puis
incubé a 50°C pendant 20 min.

Apres l'incubation, 2,5ml de solution a 10% de TG&ide trichloracétique) sont ajoutés
suivie d’'une centrifugation a 3352xg pendant 10utda. 2,5ml de surnageant sont prélevés, la
dilution se fait avec 2,5ml d’eau distillée puis®] de solution a 0,1% de FeGbnt ajoutés. Le
tout est incubé a 28°C pendant 30 minutes. L'atzsar® est mesurée a 700nm. L'augmentation
de I'absorbance indique I'augmentation du pouvéitucteur desxtraits testés.



1.2.6. Analyse des huiles :

L’acidité, l'indice de peroxydes, le test de TBA lettest de DPPH sont utilisés pour
estimer l'effet antioxydant des phénols individuetsdes extraits phénoliques ajoutés aux huiles
de tournesol et d’'olive.

Les conditions de traitement thermique appliqu# so

» Température choisie (température simulant la &jturl80 + 5°C ;
= Durée de chauffage en présence et en absence deepdenterre (comme aliment
de friture) : 15 min.

Les concentrations des extraits phénoliques giiésols individuels testés sont 100mg/kg
d’huile (simple concentration) et 200mg/kg d’huil@ouble concentration). La double
concentration de 200mg/kg d’huile est la conceiatnan polyphénols autorisée.

Le choix de l'acide gallique et de I'acide caffégqgui sont des acides phénoliques simples
est du a leurs appartenance a deux groupes :pjpargent au groupe d’acides benzoiques@g
et 'autre au groupe d’acide cinnamiqueHG3). L'effet antioxydant de la vanilline (aldéhydd) e
de I'oleuropéine (secoiridoide); constituant mapes feuilles et des olives, a été également teste.

1.2.6.1. Détermination de I'indice d’acide (Norra AFNOR NFT 60-204, 1988) :

L’acidité d’une huile est définie comme étant ugentage d’acides gras libres exprimé

selon la nature du corps gras :
» Acide palmitique de poids moléculaire 256g/l (hdkpalme) ;
» Acide laurique de poids moléculaire 200g/l (huigeabprah et palmiste) ;
» Acide oléigue de poids moléculaire 282,5¢g/I (aulreites).

Une prise d’essai est dissoute dans I'alcool (@haporté au voisinage d’ébullition, et
préalablement neutralisée par une solution éthgueld’hydroxyde de potassium a 0,1 N, en
présence de phénophtaléine, puis les acides dma&s Iprésents sont titrés a l'aide de la méme
solution d’hydroxyde de potassium.

Le pourcentage d’acide oléique est donné par fadte suivante :

% d’acide oléique =V X CxM/ 10xm

V : volume, en millilitres de la solution d’hydroxgdie potassium.

C : concentration, en M/l de solution titrée d’hyxlyde de potassium utilisée (C=0,1).
M : masse molaire de I'acide oléique.

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

1.2.6.2. Détermination de I'indice de peroxydgNorme AFNOR NFT 60-220, 1968) :
L’indice de peroxyde (Ip) d'un corps gras représete nombre de milliéquivalent
d’oxygene actif par kilogramme de matiere grasség(aiOy/kg d’huile).
Les corps gras sont traités en solution, dansdéaacétique et du chloroforme, par une
solution d’iodure de potassium. Par la suite, Edithéré est titré par une solution de thiosultie
sodium (0,01 N), en présence d’empois d’amidomsétitomme indicateur.



Le mécanisme réactionnel est le suivant :

LOOH+2H +2IT ——» 4+ ROH + H,0
LOOL+2H+2IT 4+ 2ROH
2l + 2807 5 SO +2r

L’indice de peroxyde est donné par la formule soiga
Ip (méq d’O,, actif / kg d’huile) = N x (V — Vo) x 1000 / m

N : normalité de la solution de thiosulfate de sod{INA;S;03, 5 H0).

V : volume de la solution de thiosulfate de sodiO@1 N) utilisée pour I'essai.
Vo : volume de la solution de thiosulfate de sodi@m1 N) utilisée pour le blanc.
m: prise d’essai exprimée en gramme d’huile.

1.2.6.3. Test de TBA (acide thiobarbiturique):

Le test TBA est un test frequemment utilisé powaléer I'état d’oxydation des corps gras.
Il rapporte le niveau des aldéhydes (produits séaioes de I'oxydation) dans les huiles.

La valeur de TBA représente le nombre de milligraaarde malondialdehyde (MDA) par
kilogramme de I'échantillon. Ce test se base suréaction entre le TBA et les produits
secondaires d’oxydation des lipides.
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Figure 18: Formation de substances réactives d’acidthiobarbiturique
(MOON et SHIBAMOTO, 2009).

La méthode décrite par SIDWELL at. (1954) a été utilisée. Une prise d’essai (3g) est
traitée dans un solvant organique (10ml de benzenelel est ajoutée la solution de TBA (10ml,
0,67%). Aprés agitation, la phase aqueuse esté&@paiis incubée dans un bain marie bouillant
pendant 30 minutes. Apres refroidissement a I'eawobdinet, I'absorbance est mesurée a 530 nm
contre l'eau distillée. L'intensité de la couleust goroportionnelle a la quantité des produits
secondaires formés.



1.2.6.4. Capacité antioxydante :

La capacité antioxydante des huiles testées aamres enrichissement est mesurée par le
test de DPPH. Les antioxydants présents dans&'maltralisent le DPPH- et la diminution de la
concentration de ce radical est suivie par la ditmim de I'absorbance a 517 nm. La solution
initiale de couleur violette tourne vers le jaunesfjue toute la quantité de radical est neutralisée
par les antioxydants.

La capacité antioxydante des huiles est estimgargula méthode décrite par SALTA et
al. (2009), qui consiste a ajouter a 1ml de la satutle I'huile (huile dans le chloroforme : 10%,
p/v) 4ml de la solution de DPPH (DPPH dans le aftmme, 6x10M). Aprés incubation de 30
min a I'obscurité, 'absorbance est mesurée a S.7Le pourcentage d’inhibition est donné par la
formule suivante :

% d'inhibition de DPPH- = [(A — Acso)/ Ad x 100

A¢: absorbance de contréle (solution de DPPH- dacisiteoforme, 6x10M).
Ai=30: absorbance de I'échantillon.



2. Résultats et discussion :

2.1. Concentration des polyphénols extraits a par des olives, des feuilles et margines Le
dosage des extraits obtenus a partir de la pulpeve, des feuilles et des margines nous a permis
de déterminer leur concentration en utilisant larbe d’étalonnage de la figure 19.

0,3 y = 0,0051x
0.25- R’ =0,9967
g 0,2 1
o
N
S 0,15
8 o01-
0,05
0
0 10 20 30 40 50
Concentration(ug/ml)

Figure 19 : Courbe étalon de dosage des polyphénalss extraits phénoliques.

La concentration en PPT est déterminélestésultats obtenus sont représentés dans &atabl
VII.

Tableau VII : Concentrations des polyphénols des ¢raits des olives, feuilles et les margines
(nombre d’essai = 3).

Matieres premiéres | Concentration en PPT (g/kg)
Feuilles 16,78 +1,76

Pulpe 7,49 + 0,36

Margines 2,63+0,64

La concentration des PPT des feuilles trouvéergBkg) est supérieure a celles apportées
par BOUDHRIOUA etal. (2008) qui varie de 1,4 a 2,4g/kg et DE LEONAB2tal. (2008) qui
est de 0,6g/kg. Toutefois, la concentration troweSte dans la gamme rapportée par SILVAlet
(2006) qui se situe entre 11,7 et 40,1g/kg.

La concentration des PPT des margines est tredrisupe aux valeurs apportées par
RAMEZANI et PEYVAST (2002) et AIT BADDI etal. (2008) qui sont situées entre 25 et
38mg/kg et 0,80g/g, respectivement. Néanmoinsalew trouvée reste tres inférieure aux valeurs
données par SOBHI eil. (2004) (6,8g/l), GONCALVES edl. (2009) (5-12g/l) et OBEID edl.
(2007) (17,7-21,1mg/q).

En ce qui concerne les PPT des olives, la vateurvée est trés faible par rapport a celle
apportée par SILVA etl. (2006) qui varie entre 13,9-30g/kg. Toutefois, viaeur trouvée
(7,49g/kg) est supérieure a celle trouvée par OVEAL (2004) (4,48g/kQ).

La différence entre les valeurs trouvees et celfgsortées par la bibliographie peut étre
expliquée par la nature du matériel de départ etdthode d’extraction adoptée.



En fait, la variabilité de la teneur en PPT esgéanent dépendante de plusieurs facteurs :
cultivar, degré de maturation (BOUDHRIOUA etl., 2008), des conditions climatiques,
géographiques (MYLONAKI etal., 2008), de I'état physiologique et I'age de lamée (DE
LEONARDIS etal., 2008).

De plus, le rendement d’extraction dépend de larfiéldu solvant utilisé, qui détermine la
guantité, la qualité des composés phénoliquesiexeide la classe des phénols dans le matériel
végétal (SINEIRO edl., 2008).

Plusieurs études ont rapportées que les hautsmamde sont habituellement obtenus avec
'éthanol et le méthanol et leurs mélanges aveauleD’aprés, SAVARESE eal. (2007),
FALLEH et al. (2008) et CHEW efal. (2009), le méthanol est le solvant de choix pour
I'extraction des PPT a partir des fruits, végétatrhuiles. Grace a sa polarité et sa capacité a
réduire I'activité des polyphénol-oxydases, ce aotva prouvé son efficacité d’extraire les PPT
simples (RYAN etal., 2001 ; ABAD-GARCIA etal., 2007). Quand a l'acétate d’éthyle, c’est un
solvant tres sélectif pour les molécules de ba® [@8) et moyen (13KDa) poids moléculaire
(LESAGE-MEESSEN #al., 2001 ; OBEID etl., 2005). De plus, ALLOUCHE eil. (2004) ont
montré que l'acétate d’éthyle exerce un haut pouyeixtraction par rapport aux autres solvants
(diéthyl éther, méthyl isobutyl cétone).

L'utilisation de I'hexane ou le chloroforme n’augme pas la concentration des PPT dans
I'extrait mais elle permet d’éliminer la fractioipidique du matériel végétal (MICHAILOEt al,
2008).

D’apres OBEID efl. (2005a), I'acidification, lors de I'extraction si@olyphénols a partir
des margines, précipite les protéines, hydrolyes lblaisons entre les biophénols et les
composants des parois cellulaires et augmente llbibte des polyphénols dans les solvants
organiques. En plus, I'acidification cause I'hygis# des composés phénoliques complexes, par
conséquence, la libération des phénols monomeresMBRCO etal., 2007). Cet effet a été
confirmé par ces mémes auteurs, qui ont observéaugmentation de la concentration de de
I’hydroxytyrosol, du tyrosol, de 'acide cafféige¢ du verbascoside dans les extraits de margines
acidifiés.

De plus, le facteur temps d’extraction est une ici#mation trés importante, un temps long
augmente la possibilité d’oxydation des CP, a mqgiresdes agents réducteurs sont ajoutés dans le
systeme d’extraction (acide ascorbique, bisulfiteiaon de 2%) (NACZK et SHAHIDI, 2004 ;
OBEID etal., 2005b).

Le réactif de Folin-Ciocalteu est utilisé pour quifger les PPT des extraits, se basant sur le
mécanisme de transfert d’électron et la capacititiatéice des phénols. Les niveaux de PPT
déterminés ne sont pas des mesures absolues dagépudes phénols du matériel du départ mais
sont en fait, basés sur la capacité réductriceivela une capacité réductrice équivalente de
I'acide gallique. En effet 'absorbance molaire m’phénol dépend essentiellement du nombre des
groupes hydroxyles, mais la capacité réductriceaagmentée quand deux groupes hydroxyles
d’'un phénol sont en positiopara ou ortho (MC DONARD et al., 2001 ; KATALINIC etal.,
2006).



Cependant, CARRASCO-PANCORBO el. (2005) a rapporté que les composeés
monophénoliques conduisent a la formation de laiéhdes complexes colorés, en comparaison
aux composés diphénoliques, et font ainsi, appratiiement la moitié de I'absorbance molaire.
Ceci signifie que les valeurs obtenues par la nithaolorimétriqgue fournie des informations
directes sur la quantité des groupes phénoliqué®xgdants de I'extrait. La diversité des
composeés phénoliques et leur distribution dansldamte peuvent expliquer la différence de
concentrations des polyphénols obtenues.

2.2. Estimation de la capacité antioxydante des ezits obtenus :

Selon ALMELA etal. (2006) et OBEIDet al (2007), la quantification et I'identification
des polyphénols des extraits végétaux sont corggdéromme la premiére étape vers I'évaluation
de la capacité antioxydante. De plus, MINIOTI etOBIGIOU (2010) considerent que la
guantification des polyphénols totaux est un indieel'activité antioxydante totale de I'huile
d’olive.

Le DPPH est un radical stable a température anwhiaatcepte un électron ou un
hydrogéne et devient stable (RAJESHWARakt 2005). La capacité anti radicalaire des extraits
phénoliques est déterminée en utilisant ce radiCaltest est largement utilisé pour évaluer la
capacité antioxydante en relation avec sa faibls@mmation du temps par rapport aux autres
méthodes.

La méthode est basée sur la réduction de ce raghicatésence d’'un antioxydant qui cede
un proton ou un électron. La solution de DPPH ddero violet montre une absorption maximale
a 517 nm, en présence d’'un antioxydant I'absorptiomnue et la décoloration de la solution est
stochiométrique. Donc, la capacité de réductionDiRPH- est estimée par la diminution de
'absorbance induite par les antioxydants préseans les extraits phénoliques.

La capacité des extraits phénoliques et de l'agdkiique a neutraliser le DPPH- est
donnée par la figure 20.
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Figure 20 : Le pourcentage de neutralisation de DA des extraits phénoliques et de l'acide

galligue (a gal: acide gallique ; EF : extrait defeuilles ; EM : extrait de margines ; EP :
extrait de pulpe).



Les trois extraits testés ont la capacité de rédlerradical DPPH-, la neutralisation
augmente en augmentant la concentration des CR @1D0ug/ml. Au de la de 60ug /ml, les
trois extraits phénoliques inhibent totalement DI, L'extrait des margines a montré une forte
activité par rapport aux extraits de feuilles epdépe.

Le tableau VIII donne les valeurs de lad@es extraits phénoliques et de I'acide gallique.
La détermination de la valeur absolue de la capamitioxydante des extraits est difficile parce
gu’elle dépend de la concentration de radical, aldégradation durant I'analyse et la possibilité
d’interférence avec d’'autres composants du milRawur ces raisons, on calcule ladGa quantité
eéquivalente (ug/ml) de [lextrait qui neutralise 508t radical. La IG est inversement
proportionnelle a l'activité antioxydante, ce quermet de mettre en relief l'activité plus
importante de I'extrait de margines par rapport aukes extraits de feuilles et de pulpe et de
I'acide gallique.

Tableau VIII : Activité antioxydante des extraits phénoliques et de I'acide gallique exprimée
en ICs.

IC 50 (Mg/ml)
Acide gallique 8458 +1
Extrait de pulpe (EP) 27 £0,8
Extrait de feuilles (EF) 23 £ 0,7
Extrait de margines (EM) 12 £0,5

La capacité antioxydante de ces extraits deviamt plaire quand on I'exprime en indice
d’efficacité (1/1Gy), la figure 21 rapporte I'efficacité de EF, EM, EPa gal.
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Figure 21 : Indice d’efficacité des extraits phénadues et de I'acide gallique (EF : extrait de
feuilles ; EM : extrait de margines ; EP : extraitde pulpe, a gal : acide gallique).

D’apres ces résultats, les trois extraits montdesst activités anti oxydantes différentes et
sont supérieures a celle de I'acide gallique. éssiltats obtenus avec ces extraits montrent que la
quantité et la qualité des PPT est corrélée aveagdacité antioxydante (r = 0,843).



Plusieurs auteurs ont montré la corrélation endedeux facteurs (MOYER! al, 2002 ;
WANG et al., 2009). RAJESHWAR eal., (2005) ont rapporté que les composés phénoliques
peuvent contribuer directement a l'activité antidagve. De plus, MINIOTI et GEORGIOU
(2010) ont rapporté que la concentration en polgplgtotaux est corrélée significativement avec
la capacité antioxydante évaluée par le test de-DPR 0,89) et le test de ABTS (r = 0,69).

Cette différence peut s’expliquer par la différemt=ela composition phénolique de ces
extraits ; la capacité de réduction des radicdored est largement influencée par la composition
phénolique de I'échantillon (CHEUNG ak, 2003 ; ALZAAWELY etal., 2007).

Selon De MARCO etal. (2007), les CP des margines, qui sont plus abusdat
responsables de pouvoir polluant de ce résidu,carattérisés par une forte activité antioxydante.
Durant l'extraction de I'huile d'olives, les compss phénoliques constituent le substrat de
réactions enzymatiques, chimiques et physiquedegumodifient et déterminent leur présence
dans les eaux de végétation. Aprés I'extractionnmde 2% de composés phénoliques de fruit se
retrouvent dans I'huile d’olive et plus de 98% matsdans les eaux de végétation (RODISlet
2002), par conséquence, ce résidu peut étre codstdérme source importante de ces composes.
De plus, la variabilité du type et de la quanties goolyphénols des margines est due a plusieurs
facteurs : géographique, variétal, saisonnier stdde d’extraction.

La composition phénoliqgue des margines a éteé iaege étudiée, SERVILLI el., (1999)
ont montré qu’'elle est tres différente de celldrdé d’olives : bien que les olives sont trés Bsh
en sécoiridoides glycosides, les margines conti@gnoee concentration élevée de dérivés de
sécoiridoides comme I'hydroxytyrosol et la formaldéhyde de décarboxymethyl oleuropéine
aglycone. Néanmoins, la fraction phénolique esaatérisée par une grande complexité comme il
a été demontré par BIANCO ek, (2003), qui ont identifié 20 composés en utilisantechnique
HPLC-MS-MS.

Parmi les composés phénoliques des margines, BEOMARCO « al. (2007), le plus
abondant et tres intéressant de point de vue ioumigl est I'’hydroxytyrosol [2-(3, 4-
dihydroxyphényl) éthanol: HT], largement étudié ees propriétés antioxydantes et
pharmacologiques ont été démontrées. Dans les meargle HT se présente a I'état libre
(monomere), sous forme lié (oleuropéine, verbadedst sous forme glycosylée (OBEIDadt,
2007). Un autre composé phénolique simple identd@ns les margines est le 3, 4-
dihydroxyphénylglycol (DHPG), de structure simiia celle de HT mais avec présence d’un
groupe hydroxyle supplémentaire et doué des priggriéntioxydantes (LIMIROLI edl., 1996).
RODRIGUEZ etal., (2007) ont démontrés que l'efficacité antioxyidatde DHPG dans un milieu
hydrophile est supérieure a celle de I'acide asqaebet celle de HT, alors que dans un milieu
lipidique elle est comparable & celle de la vitaeriihmalgré sa polarité élevée. RODRIGUEZ et
al., (2009) ont prouvés que les eaux de végétatiomdisries constituent une source importante
de DHPG.

De plus, OBEID efal. (2007) ont identifiés d’autres composés phéneligaimples des
margines avec un haut pouvoir antioxydant. Il $'ag I'hydroxytyrosol acyclodihydroelenolate
et p-coumaryl-6’-secologanoside, les deux montrent tnovune capacité de piéger le radical
DPPH- comparable a celle de HT et oleuropéine.

Cependant, I'hnydroxytyrosol acyclodihydroelenolagst plus efficace que le HT et
I'oleuropéine, il semble que la structure linéaleece composé est plus accessible (GORDON et
KOURIMSKA, 1995).



Il est bien connu que les composés phénoliquedrdies et les feuilles de la famille de
I'Olea europaea varient quantitativement et qualitativement durales processus de
développement et de maturation. Les feuilles ctuesit un autre sous produit de lindustrie
oléicole, qui a été exploré comme source de congpoisénoliques. Selon DE LEONARDISait
(2008), la composition phénolique des feuilles @stilaire a celle des olives, I'oleuropéine et
autres seécoiridoides sont les principaux composess les formes simples dont le HT sont
présents mais en faible quantité.

La concentration de l'oleuropéine dans les feuiltss significativement plus élevée que
dans le fruit ou dans 'huile (SCHEFFLER @t, 2008). Les feuilles contiennent aussi le HT, le
verbascoside, la rutine, I'apeginine-7-glucosideedtiteoline-7-glucoside (ALTIOK etl., 2008).
Les oleosides (oleuropéine et ligstrosides) santtemposés les plus significatifs du fruit.

La majorité des composés phénoliques est stockésqpe exclusivement sous forme
conjuguée. La conjugaison augmente la solubilité petut étre impliguée dans la
compartimentation de certains composeés danslldeéRYAN etal., 2002).

L’activité antioxydante des CP est due a leurs pétgs redox, qui leurs permettent d’agir
comme agents réducteurs, donneurs de proton oeséapts d’oxygene singulet. BENAVENTE-
GARCIA etal. (2000) ont rapporté que la séquence de capaaititatisante des radicaux libres
est la suivante : rutine > catéchine lutéoline > HT > diosmetine > acide cafféique >
verbascoside > oleuropéine > lutéolin-7-glucosidacide vanilliquex diosmetin-7-glucoside >
apeginine-7-glucoside > tyrosol > vanilline.

De plus, BOUAZIZ efal. (2005), en testant I'activité anti radicalaire dlesonoides pures
et des phénols simples, ont démontré la forte ibetile HT, suivie de celle de l'acide cafféique et
de la quercetine. Ces composés selon ces mémeshehes montrent un pouvoir antioxydant
comparable a celui du BHT, composé synthétiquéesattomme antioxydant dans la plupart des
aliments. L’hydroxylation de cycle aromatique aywé son influence sur le pouvoir antioxydant,
la présence de deux groupes hydroxyles en positithho- (comme HT, acide cafféique) confere
une activité puissante par contre I'existence ddaml groupe OH (cas de tyrosol, acipe
coumarique) montre un faible pouvoir antioxydarKF et al., 2005).

Il existe donc des différences quantitatives eflipives en composition phénolique des
feuilles, de fruits (olives) et les sous produsisus de I'industrie oléicole ce qui peut expligiaer
différence de I'activité antioxydante des extraitgenus.

2.3. Détermination de la capacité réductrice (FRAP)

La capacité antioxydante des extraits peut étrduégaaussi par la détermination du pouvoir
réducteur. La figure 22 montre le pouvoir réductdes extraits méthanoliques et de I'acide
gallique en fonction de leurs concentrations.
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Figure 22 : Pouvoir réducteur des extraits méthanadjues et de I'acide gallique (a gal : acide
gallique ; EF : extrait de feuilles ; EM : extrait de margines ; EP : extrait de pulpe).

L’activité antioxydante a été reportée pour émecomitante avec le développement de
pouvoir réducteur. La capacité réductrice d'un cosé donné sert comme un indicateur
significatif de son pouvoir antioxydant.

Dans ce test, la couleur jaune des solutions artese vers le vert bleu, dépendant du
pouvoir réducteur de chaque composeé. La présenserathicteurs tel que les antioxydants
provoquent la réduction du complexe #derricyanide donnant la forme ferreux (Be

Le FRAP des extraits ainsi que celui de I'aciddiqaae augmentent avec la concentration.
Les résultats obtenus montrent une corrélationifgigtive entre le FRAP et la concentration en
PPT (r= 0,9). D’aprés THAIPONG eal. (2006) le FRAP est un test simple, reproductidle
montre une corrélation significative avec la qugntdies PPT.

Les extraits ont montré un FRAP plus élevé queiocdé I'acide gallique. Cependant,
I'extrait de margines montre un haut pouvoir réductLe FRAP augmente dans l'ordre suivant :
EM > EF >EP > acide gallique. Ceci peut s’expliquer la difféerence de la composition
phénoligue des extraits, I'extrait de margines iemtles formes simples des phénols et leurs
dérivés tandis que I'extrait de feuilles et de pslgontiennent des formes plus complexes en
composés phénoliques (oleuropéine est le constitmajeur).

Les résultats de la capacité réductrice et la ¢panti radicalaire des extraits phénoliques
montrent une corrélation significative avec la @amtration des polyphénols totaux. Des résultats
similaires ont été obtenus par THAIPONGadt (2006) en étudiant I'activité antioxydante de
I'extrait des fruits par comparaison des différeietsts d’estimation de pouvoir antioxydant. Dans
le méme contexte, AKINMOLDUN atl. (2007) ont démontré une corrélation positive efdse
polyphénols, le pouvoir réducteur et la capacit@oagdante mesurée par le test de DPPH. Le
pouvoir antioxydant d’un extrait végétal dépendsdeureté, de la nature, la structure chimique et
la bioactivité de ses constituants.



2.4. Analyse des différents paramétres de I'huileadtournesol enrichie lors du chauffage :
2.4.1. Evolution de I'indice de peroxyde (Ip) :

Les figures 23 et 24 montrent I'évolution de Idp I'huile de tournesol (TS) enrichie avec
les extraits phénoliques et les acides phénoligugisiduels aux concentrations de 100 et 200
mg/kg respectivement.
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Figure 23: Ewlution de Ilp de lhuile de tournesol additionné avec 100 mg/kg
des anti oxydants lors du traitement thermique a 18°C (T : témoin, a g : acide gallique, a c :
acide cafféique, van : vanilline, oleu : oleuropém, EF : extrait de feuilles,

EM : extraits de margines, EP : extrait de pulpe).
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Figure 24 : Evolution de I'lp de I'huile de tournesl (TS) enrichie avec 200mg/kg d’anti-
oxydants lors du traitement thermique a 180°C (T: émoin, a g : acide gallique, a c : acide
cafféique, van: vanilline, oleu: oleuropéine, EF extrait de feuilles, EM : extraits de

margines, EP : extrait de pulpe).



L’indice de peroxyde est un parametre qui peutsnoenseigner sur I'évolution de
'oxydation de I'huile lors du traitement thermiques au cours de friture des aliments. Les
hydroperoxydes sont considérés comme étant lesipgqarimaires qui fourniraient I'information
la plus pertinente sur l'intensité de la péroxyolati La méthode utilisée pour les mesurer
correspond au titrage iodométrique.

Dans leur globalité, les résultats consignés dassfigures 23 et 24 montrent une
augmentation progressive de I'lp de TS lors dutedraent thermique et ceci en présence des
antioxydants aux deux concentrations étudiées. LE®¥A et al, (2009) ont montré que les
valeurs de peroxydes de I'huile de tournesol augemérgraduellement au cours de traitement
thermique dans les microondes. De plus, REHAB (R@ltpporté que les valeurs de peroxydes
augmentent graduellement au cours de traitememhitee des huiles.

L’huile de TS sans additifs d’antioxydants (témoim§sente les plus hauts Ip. En fait, la
valeur initiale de peroxydes de TS était de 3,4 mi€y/kg d’huile, il est 6 fois plus élevé (18
meéq d'Q/kg d’huile) a la fin de I'expérience. Déja la vatdanitiale de I'indice de peroxyde est
tres élevée. Ceci pourrait étre attribué a de maasagratiques lors du conditionnement ou du
stockage ou les deux a la fois qui favorisent ftenfiion des produits primaires de I'oxydation.

Les hydroperoxydes, produits primaires de [I'oxyalatides lipides, donc leurs
déterminations peuvent étre utilisés comme indiogydlation des premiers stades d’oxydation.
BESTER etal. (2007) considérent que la valeur de peroxydeutist pour contréler les stades
initiaux de I'oxydation, mais son utilisation esnitée pour la mesure de I'oxydation continue a
des conditions séveéres. A une température d’endleoh00°C, les produits d’oxydation primaires
se forment et se décomposent rapidement en compolsdss et non volatils. Néanmoins, SHYU
etal. (1998) et ALLAM et EL SAYED (2004) ont montrésejlilp augmente graduellement au
cours du traitement thermique a une températuneukint la friture. De plus, JEAN-MARC et
MEREILLE (2003)ont montré que l'indice de peroxydes et I'indicepdea-anisidine (mesure des
produits secondaires de I'oxydation) semblent &ee bons indicateurs pour évaluer I'état
d’oxydation et la stabilité oxydative des produits.

En effet, les vitesses relatives d’oxydation desdem gras, aboutissant a des
hydroperoxydes, augmentent avec le nombre dinstdur. En fait, & 100°C, les vitesses
d’oxydation relatives des acides stéarique (C18 di@ique (C18:1), linoléique (C18:2) et
linoléique (C18:3) sont: 1, 100, 1000, 1500 e®d®B3500, respectivement (CRAPISTE adt,
1999 ; CILLARD, 2006). L'acide linoléique, qui reggente en moyenne 67% d’acides gras totaux
de I'huile de TS, s’oxyderait donc le premier, pilaside oléique.

L’lp des huiles contenant des extraits phénolicgiesun rythme moins accentué que celui
de témoin. Cependant, les valeurs de peroxydesséiéss d’acide galligue et la vanilline a
différentes concentrations (100 et 200 mg/kg) megent selon la méme allure que celle du
témoin et ils apparaissent dans certains cas cdafon

L’acide gallique et la vanilline sont sans effet fa vitesse de I'apparition des produits
primaires de I'oxydation de I'huile de TS. Ce cupait étre attribué a la structure chimique & a |
polarité de chaque composé.



Les courbes obtenues avec l'acide cafféique etuiapéine se situent entre le témoin et
I'huile enrichie en CP. Il est a souligner que\laeurs obtenues avec 'acide cafféique montrent
un taux d’oxydation moins notable que I'oleuropéatececi dans le cas des deux concentrations
testées. Les faibles valeurs de peroxydes poutréienattribuées a la diminution de la vitesse de
formation de ces molécules par les composés armtzmsy.

D’aprés les résultats obtenus avec les deux comtiemis, I'activité antioxydante des
composeés phénoliques testés décroit dans I'ordvardu acide cafféique > oleuropéine > acide
gallique > vanilline. Ces composés peuvent étreséls comme des acides benzoiques (acide
gallique), acides hydroxycinnamiques (acide catfé)gseécoiridoides (oleuropéine) et la vanilline
est un arome.

Selon MC DONALD etal. (2001), cette distinction peut étre faite pamtambre de
groupement hydroxyle et méthoxyle, acidité relati{axides benzoiques contre les acides
hydroxycinnamiques) et la solubilité des phénolasdies systémes aqueux et lipidiques. Ces
caractéristiques structurales semblent étre imptasapour la détermination de cette tendance. La
principale considération est la nature et la pmsitles hydroxyles sur le cycle aromatique. La
présence d'un seul groupe hydroxyle confére uneigclimitée.

La structure o-diphénol augmente [I'aptitude des phénols pour agmme des
antioxydants (cas de l'acide cafféique). lcediphénols, d’aprés MEYER etl. (1998b), peuvent
agir comme des chélateurs puissants des métaux.

En général, I'aptitude de céder I'hnydrogene ethifiition de I'oxydation sont augmentées
avec le nombre de groupements hydroxyles des phé@ebendant, I'acide gallique ayant trois
groupes hydroxyles, ne montre pas une activité pgiarenelle. Ceci peut étre di au caractere
hydrophile de l'acide gallique qui est réduit palfément dans les systemes lipidiques
(JACOBSON etl., 1999).

MC DONALD et al. (2001) ont rapporté que lactivité anti-oxydardes cp a une
concentration de 100 mg/l dans un systeme lipidiaede linoléique) diminue dans l'ordre
suivant : acide cafféique > tyroselnaringine~ acide chlorogénique > acide vanillique > acide 4-
hydroxybenzoique~ acide p-coumarique =~ acide gallique > naringinine > acide 2,4-
dihydroxybenzoique oleuropéine.

L'oleuropéine a montré une activité anti-oxydantaismplus faible que celle de l'acide
cafféique.

Les études faites sur la relation structure-aétidies acides phénoliques ont montré que
les dérivés de l'acide cinnamique ont un pouvoiticxiydant supérieur a celui des dérivés
benzoiques, qui peut étre dU a la présence demuratibns qui facilitent la délocalisation. Parmi
les acides cinnamiques, l'acide cafféique est fdus que I'acide férulique, qui a son tour est
mieux que les acidgs-coumariques. Les ortho-dihydroxybenzenes (cathestol) cruciaux pour
augmenter I'activité antioxydante (LU et YEAP FQZDO1).

L’étude faite par NAZ etl. (2004), étudiant I'effet de I'addition des antyolants (acide
cafféigue, acide vanillique et acide férulique)l'ektrait de feuilles de thé sur I'huile de blé
analysée apres 30, 60 et 90 min de chauffage &C1&0Mmontré que I'acide cafféique est I'anti-
oxydant le plus efficace et que ce composé a dignliip et I'indice dep-anisidine. L’activité
antioxydante selon ces mémes auteurs, diminue kzndse suivant : acide cafféique > acide
vanillique > acide férulique > extrait de feuillds thé. Cette différence peut étre due a leurs
structures chimiques de base.



La présence de groupe —Ogeéh positionortho ou para par rapport aux groupements
hydroxyle sur le cycle de I'acide vanillique etdide férulique affecte I'activité antioxydante. De
plus, l'acide cafféique ayant deux groupes —OH @ajts agit comme chélateur des ions
métalliques (prooxydants) et peut catalyser c&detion en présence de traces des ions (NAZ et
al., 2004).

Aussi concernant I'addition des extraits de fesillde margines et de pulpe a 'huile a un
pouvoir de diminuer les valeurs de peroxydes déranhieur pouvoir protecteur. Des résultats
significatifs ont été obtenus avec la concentrati@n200 mg/kg. A la fin de I'opération du
chauffage, le ttmoin passe de I'lp de 3,4méqit@d’huile a la valeur de 18méq dRg d’huile
(soit 6 fois la valeur initiale). Aprés 150 min dbauffage a I'étuve, les Ip de TS enrichie de
I'extrait de feuilles, de pulpe et de margines sespectivement de 12,8 ; 13,4 et 10 méq M@
d’huile & la concentration de 200 mg/kg.

L’étude faite par HOULOULA etal. (2004), sur l'effet de l'origan sur la stabilité
oxydative de l'huile de coton durant la friture 851C, a montré que la poudre ou l'extrait
éthanolique d'origan diminue Il'accumulation de dign conjugués (produits primaires
d’oxydation), des composeés polaires, triacylglytepmlymérisés, triacylglycérols dimériques et
les valeurs de-anisidine de I'huile de friture.

Les résultats obtenus par IQBAL et BHANGER (200@) monté que I'extrait d’ail & une
concentration de 1000ppm stabilise mieux I'huiletaie&rnesol chauffée a 65°C que le BHA et le
BHT. L'effet de I'addition des antioxydants surd’est représenté par la figue 25.
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Figure 25 : Effet de I'ajout des antioxydants sur’lp de I'huile de TS apres 150 min de
chauffage a I'étuve a 180°C (a g : acide galliqueg; ¢ : acide cafféique, van : vanilline ; oleu :
oleuropéine ; EF : extrait de feuilles ; EM : extrat de margines ; EP : extrait de pulpe).

La figure 15 montre que l'extrait de margines augtaesignificativement la stabilité
oxydative de TS lors du traitement thermique a C80ar diminution significative de la vitesse de
production des hydroperoxydes lors de chauffagexttait de margine renferme des constituants
phénoligues simples a pouvoir antioxydant puissant.

On remarque aussi que parmi les phénols testésidodilement, I'acide cafféique a
montré son efficacité dans la diminution de lassed’apparition des peroxydes.



Les valeurs de I'lp de I'huile de TS enrichie détrdans l'ordre suivant : extrait de
margine > extrait de feuilles > extrait de pulpacide cafféique > oleuropéine > acide gallique >
la vanilline. On peut conclure que l'acide galligekla vanilline n'améliorent pas la stabilité
oxydative de cette huile lors du chauffage.

2.4.2. Evolution des substances réactives a l'acitteobarbiturique (TBARS) :
Les résultats de test au TBA réalisé sont consigias les figures 26 et 27 aux deux
concentrations testees.
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Figure 26 : Evolution de l'absorbance des TBARs delS enrichie avec 100 mg/kg
d’antioxydants en fonction du temps de chauffage 480°C (T : témoin ; a g : acide gallique ;
a c: acide cafféique ; van : vanilline ; oleu : @uropéine ; EF : extrait de feuilles; EM :
extrait de margines ; EP : extrait de pulpe).
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Figure 27 : Evolution de l'absorbance des TBARs delS enrichie avec 200 mg/kg
d’antioxydants en fonction du temps de chauffage 480°C (T : témoin ; a g : acide gallique ;
a c: acide cafféique ; van: vanilline ; oleu : @uropéine ; EF : extrait de feuilles ; EM :
extrait de margines ; EP : extrait de pulpe).



Le test TBA est un test facile a réaliser et rapmbur I'évaluation de la péroxydation
lipidique. Ce test se base sur le développememtigtaent rose résultant de la réaction de TBA
avec les produits secondaires résultant de la datiom des acides gras, en particulier avec le
MDA.

En 1951, PATTON eal. ont rapportés que le MDA est le principal réactardc le TBA.
Ceci a été confirmé par les travaux de MOON et SHBTO (2009). Plusieurs auteurs
suggerent que le composeé coloré formé est le eggidtla condensation entre deux molécules de
TBA avec une molécule de MDA sous I'effet conjailet la température et de I'acidité du milieu.
Ce complexe présente le maximum d’absorption ans30

L'intensité de la coloration est proportionnelleeavla concentration des produits
secondaires de I'oxydation. FRANKEL (1991) ont ragi@ que les alcools, les aldéhydes saturés,
les aldéhydes insaturés et B et les composés époxy sont les produits secolsdaiggeurs
d’oxydation qui sont plus stables et sont généa¥slgp décomposition des peroxydes. Le TBA
peut donner une réaction positive avec ces praduits

La formation de complexe TBA-MDA est initiée pareuattaque nucléophile impliquant le
carbone 5 de TBA sur le carbone 1 de MDA suiviend’déshydratation.

Par conséquent, ce test est devenu I'un des &ptad utilisé pour étudier I'oxydation des
lipides et tester les activités antioxydantes #erdi produits naturels.

Les résultats obtenus montrent une augmentatiogrgssive de la densité avec les deux
concentrations lors du chauffage. Les valeurs laes @levées sont obtenues avec I'huile de TS
témoin (sans ajout d’antioxydants), I'absorbancespade 0,080 (avant chauffage) a 0,858 nm
apres 150 min de chauffage a 180°C. L'absorbantialenpeut s’expliquer par la présence d’'une
certaine quantité de produits secondaires de lattgd issus de la décomposition des
hydroperoxydes. L’absorbance finale des produitersgaires est multiplié par un facteur de 7.

L’addition des antioxydants pris individuellemendcide gallique, acide -cafféique,
oleuropéine) et des extraits phénoliques a I'hdder'S a un effet sur une production moindre des
produits secondaires de I'oxydation, montrée pardensités optiques plus faibles de TBARs.
Cependant, I'ajout de la vanilline n’a pas d’eBat I'oxydation de I'huile de TS.

Les antioxydants agissent avec les hydroperoxydetaht ainsi leurs décompositions, par
conséquent, empéchent la formation des produitsnsiaires de 'oxydation qui donnent une
réaction positive avec le TBA.

Cependant, les résultats obtenus avec les exptaéroliques sont plus intéressants que
ceux obtenus avec les antioxydants individuels.

La figure 28 permet de comparer I'effet de I'adudlitide 100 et 200 mg d’antioxydants par
kilogramme d’huile sur la densité optique des pitsdsecondaires de I'oxydation de I'huile sous
I'effet d’un traitement thermique (180°C) simuldatempérature de friture.
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Figure 28 : Evolution de I'absorbance a 530 nm apee 150min de chauffage a 180°C de
'huile de TS enrichie avec 100 et 200 mg/kg d’amtkydants (T : témoin; a g: acide
gallique ; a c : acide cafféique ; van : vanilline oleu : oleuropéine ; EF, EM, EP : extrait de
feuilles, de margines et de pulpe respectivement).

Les résultats de I'absorbance des TBARs obtenus laserait de margines confirment les
valeurs de peroxydes abaissées par le méme ekgaiantioxydants agissent avec les peroxydes
et donc empéchent leur décomposition en produdsrskaires ce qui explique la diminution de
'absorbance des TBARs aprés enrichissement déd’e TS.

L’absorbance des TBARs de 'huile enrichie avecdggaits phénoliques diminue dans
'ordre suivant : extrait de margine > extrait dmuifles ~ extrait de pulpe. Pour les phénols
individuels testés est le suivant : acide cafféiguteuropéine > acide gallique > vanilline. L'dffe
antioxydant d’'un composé donné dépend largemestadsructure chimique et le milieu dans le
guel se retrouve. Par contre, cet effet avec lésitx dépend de la composition en constituants
phénoligues de chaque extrait, le degré de puketdrésence d’autres composés synergigues ou
inhibiteurs.

2.4.3. Evolution de I'acidité :
L’indice d’acidité est un paramétre qui renseigael'®volution de I'hydrolyse au cours de
chauffage. Les résultats obtenus sont représeatdegfigures 29 et 30.
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Figure 29 : Evolution de l'indice d’acidité lors de chauffage a 180°C de l'huile de TS
additionnée de 100 mg d’antioxydants /kg d’huile (T. ttémoin ; a g acide gallique ; a ¢ : acide
cafféique ; van : vanilline ; oleu : oleuropéine EF, EM, EP : extrait de feuilles, de margines
et de pulpe, respectivement).
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Figure 30 : Evolution de l'indice d’acidité lors de chauffage a 180°C de l'huile de TS
additionnée de 200 mg d’antioxydants /kg d’huile (T. ttmoin ; a g acide gallique ; a ¢ : acide
cafféique ; van : vanilline ; oleu : oleuropéine EF, EM, EP : extrait de feuilles, de margines
et de pulpe, respectivement).

L’acidité augmente graduellement dans tous les réitloms durant le chauffage. Les
valeurs d’acidité oscillent entre 0,188% et 0,9088fs le cas de I'huile témoin. L’évolution de
I'acidité pourrait étre liée a I'oxydation des A@gqu’ils sont libres.



Ces résultats ne sont pas en accord avec cewes@ar OUARZKI (2007), qui a montré
gue I'acidité de 'huile de TS augmente légerenagmés 3 cycles de chauffage de 30min a 180°C.

YOSHIDA et al, (1992) ont rapporté que l'acidité des huiles étélps croit lors de
chauffage des huiles végétales (tournesol, huileots, huile de soja, huile de blé).

L’addition de l'acide gallique et de la vanilline 1®0mg/kg et 200mg/kg n’affecte pas
'apparition des produits d’hydrolyse, les valedisales de l'acidité sont respectivement de
0,864% et 0,904%. Néanmoins, I'ajout de l'acidef@glie et de I'oleuropéine a diminué la
vitesse de formation des acides gras libres, ligidinale est de 0,565% et 0,678%
respectivement.

Les valeurs d’'acidité des huiles enrichies aveceldsaits de feuille, de margines et de
pulpe ont subi la plus faible augmentation parrsiteiles enrichies avec les acides phénoliques,
en particulier avec l'extrait de margines. Cet teffmurrait étre en relation avec un taux
probablement considérable d’acides phénoliqueslesrgpportés par les extraits phénoliques.

BESTER etal. (2007) ont enregistré une élévation de I'acidité méme temps qu’une
baisse en AGPI durant 124 heures de chauffage &Cl08elon ces mémes auteurs,
'augmentation de l'acidité est induite par I'hnythee des triacylglycérols et par la formation de
produits secondaires d’oxydation, a savoir lesexithrboxyliques volatils (acide formique, acide
acetique).

La figure 21 donne I'évolution de I'acidité aprésOlmin de chauffage a 180°C de I'huile
de TS enrichie avec les extraits naturels et lekeagphénoliques.
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Figure 31 : Effet de I'addition de 100 et 200 mg/kgl’antioxydants sur I'la aprés 150mn de
chauffage a 180°C(T : témoin ; a g acide gallique ; a ¢ : acide cafigue ; van : vanilline ;
oleu: oleuropéine; EF, EM, EP: extrait de feuiks, de margines et de pulpe,
respectivement).

La figue 31 montre que I'addition des extraits piliues de margines et de l'acide
cafféigue a contribué a une diminution remarquatgel’acidité. Selon les résultats obtenus,
I'acidité de I'huile enrichie diminue dans l'ordsaiivant : EM~ EF > acide cafféique >ER
oleuropéine > acide gallique > vanilline.

MARC et al. (2004) ont montré que l'acidité oléique doit étrdlisée comme une
spécification de composition et non de qualitén’ylaucune corrélation entre la quantité d’acides
gras libres et leur état d’oxydation. CependantVIRA et al. (2007) ont considéré ce parametre
comme un test tres important pour évaluer la staldes huiles végétales.



2.4.4. Evolution des polyphénols totaux:
Deux concentrations de PPT : 100 et 200 mg/kg sthisées pour la fortification des
huiles. Le dosage des PPT, par référence a la e€oéthlon de la figure 32, révéle un
enrichissement notable comme il est indiqué datebleau IX.
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Figure 32 : Courbe étalon de dosage des polyphénalss huiles

Le tableau IX montre la concentration totale de REXprimée en équivalent en acide
gallique/kg d’huile) avant et apres enrichissententhuile de TS.

Tableau IX : Evolution des PPT aprés chauffage deS a 180°C pendant 150 min.

Quantité des extraits| Quantité des PPT avant et apres chauffage (mg/kg)
ajoutée (mg/kg)
Avant Apres
0 nd Nd
100 EF EM EP EF EM EP
95+0,5 | 9740,4 | 94+0,2| 63+0,3] 66+0,3 62+0,5
200 190+0,3 | 196+0,4| 190+0,1 132+0,5 148+0,2 132+0,2

nd : non déterminé&F, EM, EP : extrait de feuilles, margines et de pulpe, reBpement.

L’huile de tournesol est dépourvue de composes @iggres, ce qui en accord avec les
données bibliographiques (KAYA at., 1993 ; NORMAND etfal., 2006 ; SALTA et al., 2009).
Les quantités de PPT déterminés apres enrichisseraarfletent pas I'addition systématique des
teneurs en PPT ajoutés aux concentrations des mitifatement présents dans I'huile.

L’effet additif n’est pas tranchant, on suppose daas la totalité des polyphénols dosés
apres addition, certains seraient impliqués dasslidesons non susceptibles d’étre détectées par
ce type de dosage. Cet effet est observé par CHiQIU, (2007) et aussi par OUARZKI (2007).
CHIOU etal. (2007) attribuent ces variations aux differengass la composition chimique et/ou
les parameétres physiques tels que la viscositgoil®@ de fusion, qui peut interférer la puissance
d’extraction des PPT.



La quantité des PPT déterminée, apres I'addites ektraits phénoliques, aprés 150
min de chauffage a 180°C a diminué quelque soithBétillon utilisé. Plusieurs études ont
rapportés la diminution des polyphénols lors dagaments thermiques. Lorsque les polyphénols
sont portés aux température simulant la friturediparition des CP dépend de chacun des
composés individuels (BRENESat, 2002).

Des résultats similaires ont été obtenus par OUKIR2Z007). Cette diminution peut étre
attribuée a la destruction thermique des PPT @uwid lutilisations dans la protection de 'huile de
TS lors de chauffage.

2.4.5. Evolution de la capacité antioxydante :
La capacité antioxydante des huiles est estimédapaethode utilisant le radical DPPH.
La capacité antioxydante, avant et apres additesnectraits, est indiquée dans le tableau X.

Tableau X : Evolution de la capacité antioxydante @ant et apres enrichissement.

Quantité % d’inhibition de radical DPPH-

des

extraits avant Aprés

ajoutée

(mg/kg)

0 63,56 + 0,9 33,6x04

100 a.c oleu EF EM EP Ac oleu EF EM EP
78+0,4 72+0,2 75+0,1 83+0,5 75%0,2 50+0,8 52+0/2 +(®8 60+0,2 53+0,1

200 84+0,2 80+0,5 85+0,5 90+0,3 87+0,1 59+0,1 58+0|3 2+®5 65+0,3 60+0,3

a.c: acide cafféiquepleu: oleuropéineEF : extrait de feuillesEM : extrait de margine&P :
extrait de pulpe.

Plusieurs études ont été développées pour élutdstabilité oxydative des huiles. En
général, une quantité élevée des acides gras patyires et une faible concentration en
antioxydants favorisent I'oxydation des huiles.

La capacité de neutraliser le radical DPPH pamal@gxydants de I'huile est attribuée a la
guantité de tocophérols (GORDON adt, 1995), a la quantité de polyphénols (BOSKOUalet
2006) et le contenu en chlorophylles (LANFER-MARQUE&t al., 2005).

Donc, la capacité antioxydante de I'huile de TSardvenrichissement (63,56%), est
fortement corrélée a sa richesse en vitamine Haidule 'absence des CP et les chlorophylles.
Apres l'addition des extraits naturels, le pouraget d’'inhibition de radical DPPH est augmenté
(88,34% ; 92,5%; 85,09% pour EF, EM et EP avecctmcentration de 100 mg/kg,
respectivement). La double concentration a augmedisvantage les pourcentages de
neutralisation de radical DPPH.

L’augmentation de la capacité antioxydante est ritajpement attribuée aux polyphénols
des extraits rajoutés. Cet effet est observé qassBALTA etal. (2009) lors de I'enrichissement
de l'huile de tournesol avec l'extrait phénolique fuilles d'olive avec une concentration de
195mg/kg d’huile.

La capacité antioxydante la plus significative @sienue avec I'extrait de margines avec la
concentration de 200 mg/kg d’huile. Cependant,ttak de feuilles et de pulpe montrent des
activités similaires a la méme concentration. Cédif&rence pourrait étre en relation avec la
composition phénolique des extraits. De plus, lpacdé antioxydante de l'oleuropéine est



légerement faible par rapport a celle des extmgsfeuilles et de pulpe. L'oleuropéine est le
constituant majeur des feuilles et des olivesréssiltats de CHIOU dl. (2007) ont montré que
la concentration de ce composé dans l'extrait délés d'olive peut atteindre 1,253 g/kg de
feuilles. La différence de l'activité antioxydarde I'oleuropéine et les extraits de feuilles et de
pulpe peut étre liée a la présence d’autres corspdioxydants dans les extraits.

Plusieurs chercheurs ont rapporté la présenceHde tle I'acide cafféique, de la quercetine,
de l'acide férulique, et d’autres composés damssnargines (BOUAZIZ etl., 2005 ; DE
LEONARDIS etal., 2008).

La neutralisation de radical DPPH diminue apré® i de chauffage a 180°C. Ce résultat
est en accord avec la plupart des études donnéds Ipidliographie. Plusieurs études portant sur
la perte des antioxydants ont été reportés, coanéerdes tocophérols (GORDON et
KOURIMSKA, 1995 ; BARRERA-ARELLANO etal., 1999) ou les polyphénols durant la friture
(ANDRIKOPOULOS etal., 2002 ; GOMEZ-ANLONSO e#l., 2003) ou durant le traitement
thermique simulant la température de friture (BREN#al., 2002).

D’aprés, QUILES efal. (2002) la capacité antioxydante dépend de l'adgon entre les
antioxydants et les acides gras.

SEEL etal. (2005) ont démonté qu’a la température de 18Q°€y tocophérols sont moins
stables quep et 6 tocophérols. Ce résultat a été observé par BARREBRELLANO et al.
(1999). La dégradation des tocophérols est infléermar le degré d’'insaturation de I'huile (plus
ce degré est élevé, la dégradation est accéléeégliiccontribue a la diminution de la capacité
antioxydante et par conséquence la diminution destébilité oxydative de I'huile lors du
chauffage (SEEL dl., 2005).



2.5. Analyse des différents parameétres de I'huile’dlive enrichie lors du chauffage :
2.5.1. Evolution de 'indice de peroxyde :
Les figures 33 et 34 rapportent I'évolution dedice de peroxyde au cours de traitement
thermique a 180°C.
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Figure 33 : Evolution de I'lp de HO enrichie avec 00 mg/kg d’antioxydants lors du
chauffage a 180°C (T: témoin, a g : acide gallique, c : acide cafféiguevan : vanilline, oleu :
oleuropéine, EF : extrait de feuilles, EM : extrais de margines, EP : extrait de pulpe).
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Figure 34 : Evolution de I'lp de HO enrichie avec RO mg/kg d'antioxydants lors du
chauffage a 180°C (T: témoin, a g : acide gallique, c : acide cafféique, van : vanilline, oleu :
oleuropéine, EF : extrait de feuilles, EM : extrais de margines, EP : extrait de pulpe).



La quantité maximale de peroxyde esenlEe avec I'huile témoin sans additifs, la valeur
initiale est de 12méqg d'#kg d’huile. La valeur trouvée se trouve dans lengee rapportée par
YANISHLIEVA et al. (2002) qui s’oscille entre 6,0-14,8méq &/ky. La valeur élevée de I'lp de
I'huile d’olive comparée a celle de 'huile de T8up étre due a lI'absence de raffinage de I'huile
d’olive.

LEE etal. (2007) ont rapporté que 67% de peroxydes somtirgdes lors de raffinage de
I'huile de soja. Des résultats similaires ont é@ortés par QUILES etl. (2002).

L’huile utilisée n’est pas raffinéecetci explique la quantité initiale élevée de pgd®s.

L’indice de peroxyde caractérise le degré d’oxyaatiipidique, les valeurs les plus
élevées, lors de traitement thermique, sont obssragec I'huile sans additif (témoin).

Les courbes obtenues en présence des antioxydamssl'tuile suivent la méme allure
mais avec un rythme moins accentué que celle dwiténh’lp passe de 12 méq diBg a
34,8méqd’Q/kg apres 150 min de chauffage a 180°C. La valmald est multipliée par un
facteur de deux.

L’huile enrichie avec les phénols individuels mentdonc, des faibles valeurs. Ainsi, la
présence des extraits phénoliques de feuilles, agines et de pulpe aux deux concentrations
retardent la formation des peroxydes lors de chgeff

La figure 35 présente I'effet des antioxydantsé&espres 150min de chauffage a I'étuve a
180°C.
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Figure 35 : Effet de I'addition de 100 et 200mg diatioxydants et d’extraits phénoliques /kg
d’huile d’olives sur I'lp apres 150min de chauffagea 180°C (T : témoin; a g: acide
gallique ; a c : acide cafféique ; van : vanilline oleu : oleuropéine ; EF, EM, EP : extrait de
feuilles, de margines et de pulpe, respectivement).

L’acide gallique et la vanilline sont sans effet se parametre par contre I'acide cafféique a
diminué la vitesse d’'apparition des peroxydes. tivité antioxydante des acides phénoliques,
selon SATUE HUNG et FRANKEL (1995), différe selaa formation ou la décomposition des
hydroperoxydes.

L’effet de I'oleuropéine se rapproche de celui @agraits de feuilles et de pulpe. Cette
différence d’action peut étre attribuée a la ddfére structurale et les propriétés de chaque
COMpose.



Cependant, la formation des peroxydes, lors de ftdgaia une température simulant la
friture, est influencée considérablement par I'tiddide I'extrait de margines a une concentration
de 200mg/kg d’huile. L’ajout de cet extrait a dinsnles valeurs de I'indice peroxydes, a la fin de
chauffage la valeur trouvée est 18 méqk@ comparativement a celle trouvée avec I'huilessa
addition (34,8 méqg d’'ékg). CHENG etal. (2003) ont rapporté que l'activité antioxydanterd'u
matériel végétal est corrélée a sa quantité en aségphéenoliques.

GOMEZ-ALONSO et al.(2007) ont montré que les valeurs de lindice deoypgle
augmentent graduellement durant le stockage déd’diolive a la température ambiante.

2.5.2. Evolution des substances réactives a I'acittéobarbiturique (TBARS) :
Le test de TBA est utilisé pour évaluer les prtglsecondaires de I'oxydation lipidique.
Les résultats obtenus sont illustrés par les figyBeet 37.
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Figure 36 : Evolution de l'absorbance des TBARs deHO enrichie avec 100 mg/kg
d’antioxydants lors de chauffage a 180°C (T : témai; a g : acide gallique; a c: acide
cafféique ; van : vanilline ; oleu : oleuropéine ;EF : extrait de feuilles; EM : extrait de

margines ; EP : extrait de pulpe).
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Figure 37 : Evolution de l'absorbance des TBARs deHO enrichie avec 200mg/kg
d’antioxydants lors de chauffage a 180°C (T : témai; a g : acide gallique; a c: acide
cafféique ; van : vanilline ; oleu : oleuropéine ;EF : extrait de feuilles; EM : extrait de

margines ; EP : extrait de pulpe).

L’'absorbance a 530 nm est une mesure des prodadtmdaires issus de I'oxydation des
corps gras. Les figures 36 et 37 montrent une aotatien graduelle de I'absorbance avec tous
les échantillons. Les valeurs les plus élevéesdusarvées avec I'huile témoin (sans additifs), qui
passe de la valeur initiale de 0,106 a 1,217 aghasffage. Ces valeurs sont supérieures a celles
obtenues avec 'huile de tournesol. Cette difféeepeut étre attribuée aux caractéristiques de la
composition de chaque huile.

Les résultats sur les caractéristiques de HO apwement thermique, obtenus par
BESTER etal. (2007) montrent que la composition en acide gmés chauffage & 100°C pendant
100 heures change avec réduction en premier lidaalde linoléigue suivie de I'acide linoléique,
ce qui favorise la formation des produits secomdair

Cependant, l'addition de l'acide cafféique, de dimlopéine ainsi que les extraits
phénoliques a diminué les valeurs de I'absorpties slibstances secondaires de I'oxydation. Cette
diminution peut étre attribuée a la diminution devitesse d’apparition des produits primaires et
par conséquence diminution des produits secondgii@snc une plus faible absorbance.

L’effet de I'ajout des acides phénoliques et desaits phénoliques sur I'absorbance des
substances secondaires de I'oxydation aprés 150dminhauffage & 180°C est illustré par la
figure 38.
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Figure 38: Evolution de 'absorbance a 530nm apré$50min de chauffage a 180°C de I'huile
de HO enrichie avec 100 et 200mg d’acides phénoliggi et d’extraits phénoliques naturels/kg
d’huile (T : témoin; a g acide gallique; a c: acde cafféique ; van: vanilline; oleu:
oleuropéine ; EF, EM, EP : extrait de feuilles, denargines et de pulpe, respectivement).

La figure 38 montre clairement que [gideh des extraits phénoliques influence
positivement au vu des densités optiques des élthasitanalysés aprés le chauffage des deux
huiles. L'extrait de margines a 200 mg/kg par rappaux autres phénoliques a diminué
significativement les absorbances a 530nm. Cetdefaaleur des D.O peut étre attribuée a la
diminution de la vitesse d’apparition des prodpitsnaires de I'oxydation et par conséquence la
formation des produits secondaires est retardédifteaence d’action de ces extraits peut étre die
a la variabilité de leur composition phénolique.

L’acide gallique et la vanilline & 100tkg sont sans effet sur la vitesse d’apparition des
produits secondaires de I'oxydation. Cependantcid&a cafféique est plus efficace que
I'oleuropéine. A une concentration de 200mg/kgfféedes phénols individuels diminue dans
I'ordre suivant : acide cafféique > oleuropéinecida gallique~ vanilline. Cette différence peut
étre expliquée par la différence structurelle deaamposeés.

2.5.3. Evolution de l'acidité :
L’évolution de l'indice de peroxyde ennfiion du temps de traitement thermique est
donnée dans les figures 39 et 40.
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Figure 39: Evolution de l'indice d’acidité lors de chauffage a 180°C de I'huile de HO
additionnée de 100 mg d’antioxydants /kg d’huile (T. ttmoin ; a g acide gallique ; a ¢ : acide
cafféique ; van : vanilline ; oleu : oleuropéine EF, EM, EP : extrait de feuilles, de margines
et de pulpe, respectivement).
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Figure 40 : Evolution de l'indice d’acide lors de bauffage a 180°C de l'huile de HO
additionnée de 200 mg d’antioxydants /kg d’huile (T. témoin ; a g acide gallique ; a ¢ : acide
cafféique ; van : vanilline ; oleu : oleuropéine EF, EM, EP : extrait de feuilles, de margines
et de pulpe, respectivement).

L'acidité, le pourcentage d'acide gras libres tatawest utilisée pour étudier les
modifications hydrolytiques de I'huile ayant suhbie chauffage aux températures de la friture.
Les modifications hydrolytiques dépeamtdge la valeur initiale de ce paramétre et le emp
de chauffage. Ces variations dépendent aussi deldéilité des acides gras libres qui peuvent se
former et s’évaporer en méme temps dans I'huile.



L’huile d'olive contient 2,86% d’acides gras libregii sont probablement formé par
I'activité hydrolytique des enzymes lipolytiquesrdut la préparation des olives.

Les figures 29 et 30 révelent une légere augmentate I'acidité lors du chauffage. Ce
résultat est en accord avec celui rapporté par QXKAR2007).

La figure 41 résume l'effet de I'addition de 100280 mg d’antioxydants et d’extraits
phénoliques sur l'acidité de I'huile d’olive apr&s0 min de chauffage a 180°C.

van oleu EF EM BP
100mg/kg W 200m/kg
Figure 41 : Effet de I'addition de 100 et 200 mg/kgl’antioxydants sur I'la apres 150 min de
chauffage a 180°C(T : témoin ; a g acide gallique ; a ¢ : acide cafigue ; van : vanilline ;
oleu: oleuropéine; EF, EM, EP: extrait de feuiks, de margines et de pulpe,
respectivement).
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Au vu de la figure 41, les ajouts de l'acide galBget de la vanilline sont sans effet sur la
vitesse d’apparition des acides gras libres. Néamnd'addition de Il'acide cafféique, de
I'oleuropéine et des extraits phénoliques abaidsmidité de I'HO lors de chauffage.

ALLOUCHE et al. (2004) ont remarqué qu'a une température de 180E€ profils
chromatographiques des AG de deux variétés deld’Hdiolive présentent une diminution de
'acide palmitoléique apres 4 heures de chauffageide oléiqgue ne montre pas de changement
durant 36 heures ; quant aux acides linoléigudim@e€nique, leurs teneurs sont réduites apres 6
heures puis restent stables.

De plus, HENNA et TAN. (2009) ont monté que apré&sntinutes de friture (6cycles de
5min chacun) la composition en acide gras de khdiblive change, diminution de pourcentage
des acide gras insaturés (acide linolénique).



2.5.4. Evolution des polyphénols totaux:
La quantité de PPT des échantillons est indiqués Batableau XI.

Tableau Xl : Concentration en PPT avant et apres cuffage de HO a 180°C.

Quantité des Quantité des PPT avant et apres chauffage (mg/kg)
extraits ajoutée
(mg/kg) avant Apres
0 615 +0,3 314+ 0,6
EF EM EP EF EM EP
100 680+0,2 700+£0,5] 670+0,3 540+04 600+0,5 567+0,7
200 781+0,3 | 795+0,2| 775+0,2 601+0,8 690+0,6 589+0,4

EF, EM, EP : extrait de feuilles, de margines et de pulpspeetivement.

Selon les données bibliographiques, l'huile d'oligst la seule huile végétale qui est
pourvue de composés phénoliques. Les huiles nofinga$ contiennent la plus grande
concentration, selon QUILES at., (2002), elle est de I'ordre de 1501mg/kg. MONHHD et
al. (1992) ont rapporté une concentration de 100kgyg¢n général, les valeurs apportées par la
bibliographie sont plus faibles (GUTFINGER, 198I1CINQUANTA et al., 1997 ; LEE etal.,
2007).

Dans ce travail, I'huile d’olive utilisée est naaffinée, la concentration en PPT est de 615 +
0,3 mg/kg. Elle se situe dans la gamme des vatlarreées par la bibliographie sur les huiles non
raffinées. Le raffinage de I'HO élimine certaineaqgtité des CP (AKASBI tal., 1993).

Apres chauffage, la concentration en PPT diminllie passe de 615 mg/kg a 314mg/kg. On
constate qu’il y a une disparition graduelle de§ .P@e résultat est en accord avec le résultat
trouvé par BESTER etl. (2007). Le traitement thermique réduit la quantie PPT, ceci est
probablement di a la destruction thermique de adéaules ou bien de leurs utilisations dans la
protection de I'huile. Ces composés, selon CORT&EEI. (1995), disparaissent lors de stockage
long de I'huile d'olive, conséquence des réactidiydrolyse. CINQUANTA etal. (1997) ont
rapporté que I'hydroxytyrosol, moins stable quéylesol, est détruit aprés 18 mois de stockage.
BRENES etal. (2002) ont montré la disparition totale des cos@so phénoliques lors de
traitement thermique simulant la friture, ce quast’pas en accord avec nos résultats.

D’aprés RASTRELLI etal. (2002), les composés phénoliqgues semblent éiiee gificaces
gue lea-tocophérol dans la protection de HO contre l'oxty@ta Les mémes résultats ont été
observés par BESTER at (2007). BALDIOLI etal. (1996) ont montré que la stabilité oxydative
de I'huile d'olive vierge est corrélée majoritairem avec la quantité des polyphénols et en
particulier avec les setradoides principalement I’hydroxytyrosol.

NISSIOTIS et TASIOULA-MARGARI (2002) ont montré qu’'des valeurs élevées de
peroxydes, la quantité de HT etocophérol sont minimisées et la concentrationydasol reste
inchangée aprés chauffage de HO a 100°C. Ce aé®dt en accord avec ceux rapportés par
CHEIKHOUSMAN etal. (2005) et BESTER edl. (2007).



2.5.5. Evolution de la capacité antioxydante :
Le tableau Xl indique la capacité antioxydante’H®lavant et apres chauffage.

Tableau XlI : La capacité antioxydante de HO avantet apres 150min de chauffage.

Quantité % d’inhibition de radical DPPH-
des
extraits Avant chauffage Apres chauffage
ajoutée
(mg/kg)
0
65,75+ 0,7 349+0,6
100 Ac oleu EF EM EP Ac oleu EF EM EP
84+0, 3| 75+0,2 | 78+0,9| 87+0,5 78+0,4 54+0,1 54405 57+0,2 +(B8 | 59+0,2
200 89+0,2 | 85+0,3| 92+0,2 96+0,4 91+0,3 59+0,5 58,7+66,3+0,| 78,50, 64+0,5
5 3 2

Ac : acide cafféique oleu: oleuropéine EF : extrait de feuilles EM : extrait de marginesgP :
extrait de pulpe.

La capacité antioxydante initiale de I'HO est pilsvée que celle de I'huile de TS, ceci peut
s’expliquer par la présence de composés phénoligudes chlorophylles. ESPIN et al.
(2000) ont supposé que la capacité antiradicaldérd’huile d’olive est assurée aussi par les
tocophérols qui montrent une synergie d’action desghénols. GOMEZ-ALONSO at. (2007)
ont rapporté que les chlophylles agissent commeopgalants en présence de la lumiére et
comme antioxydant a I'obscurité.

L’étude faite par NISSIOTI et TASIOULA-MARGARI (2@ a montré qu'a des Ip
comprises entre 20 et 30 mg/kg, 'HT est le premaatioxydant perdu lors de traitement
thermique de I'HO. Le tyrosol semble étre, selos wE€mes auteurs, le composé le plus stable et
I' a-tocophérol semble étre oxydé apres une diminwgignificative de la concentration en HT. De
plus, PAPODOPOULOS et BOSKOU (1991) ont montré die contribue a une stabilité
remarquable de 'HO chauffée a 60°C et le tyrosal pratiquement pas d’effet antioxydant.
CHIMI et al. (1991) ont rapporté que les composés phénoliqad$10 ont un effet antioxydant
qui diminue dans l'ordre suivant : HT> oleuropémngyrosol.

BALDIOLI et al. (1996) ont montré que la stabilité oxydative d€© st corrélée
majoritairement avec la concentration des phéngisdphiles et en particulier avec les formes
oléosidiques de I'hydroxytyrosol. Selon ces mémggurs, ki-tocophérol, le plus important des
tocophérols de I'huile, peut avoir un effet syngug avec certains composés phénoliques
particulierement avec I'HT. LEEtal. (2007) ont montré cette synergie. Cependant, FAST
et al. (2002) ont suggéré que les composés phénolgpamefficaces qued-tocophérol dans la
protection de I'huile d’olive contre I'oxydation. BNDEZ et FALQUE (2007) ont rapporté que la
diminution de la capacité antioxydante est liéa disparition des CP lors de stockage ou lors de
traitement thermique.



Les résultats d’analyses de quelques parametresiiqeieés d'évaluation de [I'état
d’'oxydation de ces deux huiles enrichies par dadeacphénoliques (acide cafféique, acide
gallique), I'oleuropéine et des extraits phénolgjde I'olive montrent que I'extrait de margines, a
la concentration de 200mg/kg, a amélioré signifiemhent la stabilité oxydative de ces deux
huiles. Le tableaXIll résume les résultats des différents paramedredysés aprés 'addition de
200mg/kg d’extrait de margines a I'huile d’olive l&tuile de tournesol et aprés 150minutes de
chauffage a 180°C.

Tableau XllI : Evolution des différents parameétresanalysés apres 150minutes de chauffage
de deux huiles (TS, HO) enrichies avec 200mg/kg dteait de margines.

Indice de Indice d’acidité

peroxyde (% d’acide DO a 530nm % d'’inhibition du
(méq d’'OJ/kg) oléique) radical DPPH
TS HO TS HO TS HO TS HO

T 18+0,5 | 35+1,4 | 0,9+0,07| 3,5+0,1 | O0,75+01| 1,2+7 | 33+0,6 | 35%0,6

EM 10+0,9 | 16+1,2 | 0,5+0,04| 2,8+0,09| 0,4+0,08| 0,6+0,06/ 65+0,3 | 78+0,2

T : témoin (sans ajout)EM : extrait de marginesT.S : huile de tournesolHO : huile d’olive.

Il est intéressant d’observer que les deux huil& HO) avec une composition en acides
gras, des parametres physicochimiques tres ditiei@t pratiqguement la méme réponse durant le
temps de traitement thermique.

Les changements chimiques a des températures €lesgrd originaires de réactions
d’hydrolyse : polymérisation, isomérisation et ¢yation. Ces réactions affectent les propriétés
sensorielles, nutritionnelles et organoleptiques I'Haile. Toutes ces réactions peuvent étre
favorisées par la présence d'oxygene, de 'humidigéraces métalliques et de radicaux libres.

Selon KALANTZAKIS et al. (2006), les huiles d’'olives vierges se sont méegr plus
thermostables comparativement a I'huile d'olivefirefe et aux huiles végétales (huile de
tournesol, soja), estimation faite par la stabditécontenu polaire a 180°C pendant 25 heures.

De plus, GERTZ etl. (2000) ont observé que les huiles non raffinéagésaient plus
stables que celles raffinées.

SANCHEZ-MUNIZ (2006), par comparaison aux huilesufhesol, mais, coton et soja) ont
observé que I'HO présente le degré de détériordtioplus faible ceci par la mesure de la
viscosité, des composés polaires et par la peremgoxydants.

Les résultats obtenus par QUILESakt (2002) permettent de conclure que la résistance
des huiles a I'oxydation dépend de I'interactiotrefes antioxydants et les acides gras.



Compte tenu de ces résultats, on peut déduire’@uaution de I'lp, 'absorbance a 530
nm et l'acidité dépendent du degré d’insaturatienl'tiuile et de la présence d’antioxydants
qualitativement et quantitativement. Apres chawdfpgndant 150min a 180°C, I'lp de huile de TS
et de HO sont multiplié par le facteur de 5 et &pectivement. En fait, I'ajout des phénols
individuels et les extraits phénoliques ont perdesréduire la vitesse d’apparition des produits
primaires (les peroxydes) et les produits secoadaile I'oxydation des huiles de tournesol et
d’olives.

Les extraits phénoliques de feuilles, de margineteeulpe ont réduit considérablement les
valeurs des parametres testés. Cependant, I'egamargines a montré un effet stabilisant plus
élevé gue les autres extraits.

GOMEZ-ALONSO etal. (2003), (2007) ont rapporté que les composés qitgres
agissent avec les radicaux libres et interrompirs ées réactions d'initiation et de propagation
de I'oxydation des lipides, par conséquent, la fation des composés secondaires est empéchée.

Ceci se traduit par la diminution des valeurs @eopydes, dep-anisidine ainsi que
'absorbance des substances réactives de I'acioleattiviturique.

2.6. Evolution des paramétres en présence de pomue terre :
2.6.1. Evolution de I'indice de peroxyde :

Les résultats se rapportant a la déterminatioretlendice sont présentés dans les figures 42
et 43.
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Figure 42 : Evolution de I'lp de I'huile de tournesl en fonction de nombre de friture
(T : témoin ; TS : huile de tournesol ; EM : extrat de margines ; PDT : pomme de terre).
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Figure 43: Evolution de I'lp de I'huile d’olive en fonction de nombre de friture
(T : témoin ; HO : huile d'olive ; EM : extrait de margines ; PDT : pomme de terre).

Les figures 42 et 43 montrent que les valeurs afgteravec les deux huiles progressent
selon la méme allure que celle de témoins resgedibtons que les courbes obtenus lors de la
friture se situent entre le témoin (absence d’&@jléit I'huile enrichie avec I'extrait de margine.

L’augmentation des valeurs de peroxyde peut @&eed la formation de peroxyde lors de
traitement thermique ou lors de friture. L’additide I'extrait de margines a permis la diminution
de la formation de peroxydes. BLEKASat (1995) ont rapporté que la présence de biophénols
protéege l'huile dans le stade initial de I'oxydatioLa plupart des auteurs ont rapporté le
changement des parametres physicochimiques deedifés huiles apres friture ou chauffage a
des températures simulant la friture. Des nivauridables de I'lp de I'huile de tournesol, de
I'huile d’olive et de I'huile d'olive vierge ont étobservés aprés 60 min de friture mais le taux des
composeés polaires totaux le plus élevé est enrégistur I'’huile de tournesol (QUILES et.,
2002).

L’étude faite par HOULOULA eal. (2004), sur 'effet d’origan sur la stabilité oxtive de
I'huile de coton durant la friture a 185°C, a méngyue la poudre ou I'extrait éthanolique d’origan
diminue I'accumulation de diénes conjugués, despum@s polaires, triacylglycérols polymérisés,
triacylglycérols dimériques et les valeurspanisidine de I'huile de friture.

NAZ et al. (2004) ont etudié l'effet de I'addition des amigdants individuels (acide
cafféique, acide vanillique, acide férulique) eixtrait de feuilles de thé sur I'huile de mais au
cours de la friture. Apres 90 min de friture a 180fes antioxydants abaissent les valeurs de
peroxydes et de-anisidine dans l'ordre suivant : acide cafféiqueacide vanillique > acide
férulique > extrait de feuille de thé. Ces autexgliquaient cette différence de l'efficacité par |
différence de la structure chimique des acides qlitires et par la présence des impuretés dans
I'extrait de feuilles de thé.

L'étude faite par REHAB (2010), sur l'effet de Iwait de pomposia sur la stabilité
oxydative de I'huile de tournesol durant la fritt&el80°C, a montré que I'extrait diminue les
valeurs de peroxydes.



2.6.2. Evolution de I'absorbance a 530 nm:
Le test a I'acide TBA mesure les produits secomdaite I'oxydation des acides gras. Les
résultats de I'absorbance de ces composeés loesfdeure sont donnés par les figures 44 et 45.
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T —= TS+EM TS+EM+PDT

Figure 44 : Evolution de l'absorbance a 530nm en fwtion de nombre de friture (T :
témoin ; TS : huile de tournesol, EM : extrait de nargines ; PDT : pomme de terre).
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Figure 45 : Evolution de l'absorbance a 530 nm enohction de nombre de friture (T :
témoin ; HO : huile d’olive ; EM : extrait de margines ; PDT : pomme de terre).

Les absorbances des substances secondaires ddafiaxy des deux huiles augmentent
graduellement en fonction du nombre de friture. L&leurs obtenues en présence de pomme de
terre se situent entre celles des huiles témoinselés des huiles enrichies (sans addition
d’aliment). Donc la présence de pomme de terraiégnflapparition des produits secondaires de
I'oxydation. Ce résultat va dans le méme que lsgltdts d’analyse de l'indice de peroxydes.



L’étude faite par REHAB (2010), sur l'effet de l®ait de pomposia sur la stabilité
oxydative de I'huile de tournesol durant la fritel80°C, a montré que I'addition de I'extrait a
différente concentration cause un abaissementuba#itgs des substances réactives de TBA.

De plus, les études faites par FARAGakt(2003), EL AMANY (2007) et REHAB (2010)
ont monté que l'addition des extraits polyphénadsiuaux huiles provoque une diminution
significative de la formation des produits secorefade I'oxydation durant la friture.

2.6. 3. Evolution de l'acidité :
Les valeurs de I'la des deux huiles obtenues lerdadfriture sont représentées dans les
figures 46 et 47.
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Figure 46 : Evolution de l'acidité de I'huile de tarnesol en fonction de nombre de friture
(T : témoin ; TS : huile de tournesol ; EM : extrat de margines ; PDT : pomme de terre
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Figure 47 : Evolution de I'indice d’acide de I'huile d’olive en fonction du nombre de friture

(T : témoin ; HO : huile d’olive ; EM : extrait de margines ;
PDT : pomme de terre).



L’examen des deux figures indique que 'augmentatie I'acidification est beaucoup plus
importante pour I'huile de tournesol que I'huileolive. Cette augmentation peut étre liée a la
présence d'acides gras libres issus de I'hydrotiesetriglycérides. Cette hydrolyse pourrait étre
due a l'effet hydrolytique de I'eau de constitutida I'aliment frit ou de celle libérée par certane
réactions chimiques comme la décomposition d’'unédénde peroxyde. Ce qui pourrait expliquer
'augmentation de l'acidité en présence de pommiee.

Les résultats obtenus sont en accord avec ceuxésopar REHAB (2010) en étudiant
I'effet de l'ajout de I'extrait de pomposia sur $#abilité de I'huile de tournesol au cours de la
friture. Les résultats de cette étude ont monteel@eidité croit avec 'augmentation de la période
de friture. L'addition de I'extrait de pomposia »pm) a l'huile a diminué les valeurs de
I'acidité durant la friture.

Les résultats obtenus par FARAGatt (2003), EL ANANY (2007) et REHAB (2010) ont
montré que les composés phénoliques des fruits est féuilles possédent des effets
antihydrolytiques.

2.6.4. Evolution des polyphénols totaux:
Les résultats de dosage des PPT sostgreés dans le tableau XII.
Tableau XIV: Evolution des PPT aprés 10 cycles deifure.

Concentration des PPT (mg/kg)

Avant chauffage | Apres Apres chauffage | Apres friture
enrichissement
TS nd 196 + 0,4 148 +0,2 134,6 £0,1
HO 615+ 0,3 795 +0,2 690 + 0,6 532,4 £ 0,2

TS : huile de tournesolHO : huile d'olive

Les résultats font apparaitre que la quantité en Bprés chauffage a température simulant
la friture ou aprés la friture, a diminué pour sux huiles. On remarque que la friture
provoque, aussi, une perte partielle des PPT algment présents dans les deux huiles.
Toutefois, le contenu phénolique de ces huilesapf cycles de friture, reste plus élevé que le
contenu des huiles fraiches avant enrichissementgésultat est en accord avec les résultats
obtenus par CHIOU l. (2007), en étudiant I'effet de la supplémentatienl’extrait de feuilles
d’olive a trois huiles (HO, TS et huile de palme).

Les composés phénoliqgues ont été corrélé avetakili® oxydative élevée de I'huile
d’olive, leur résistance a l'oxydation qui est asgumajoritairement par I'’hydroxytyrosol et
'acide cafféique, qui sont des composégho-diphénoligues (BALDIOLI etal., 1996 ;
CINQUANTA etal., 1997).

PAPODOPOULOS et BOSKOU (1991) ont rapporté quealgtses composés phénoliques
(tyrosol, acides hydroxybenzoiques, acidatho et para-coumariques) ont un faible effet
antioxydant. Durant le stockage, la présence de@eposés dépend du processus hydrolytique et
de l'oxydation de la fraction ortho-diphénolique lQUANTA et al., 1997).

Plusieurs études faites sur la perte des CP dladriture ont été rapporté par les données
bibliographiques (ANDRIKOPOULOS etl., 2002b ; @MEZ-ALONSO etal., 2003 ; HENNA
LU et TAN, 2009).



Les expériences faites par KALOGEROPOULOS &t (2007b) ont montré des
concentrations élevées en polyphénols dans I'taligorbée par I'aliment frit, comparées a celles
de bain de friture. Ces auteurs ont attribuée ftet & la « survie » des polyphénols lorsqu’ilstson
absorbés par les aliments ou a la diffusion redaties phénols polaires vers les tissus riches en
eau des aliments. La derniére observation a é68i mpportée par I'étude faite par SACCHakt
(2002) a1 une augmentation absolue de tyrosol et hydroxgbiralans une émulsion de type
eau/huile, apres la cuisson de poisson, a étévamseCes mémes chercheurs attribuent ce résultat
a la migration de ces composeés vers la phase agdeuemulsion. Les mémes résultats ont éte
trouvés par BRENES atl. (2002) et RODIS etl. (2002) qui ont étudié la distribution des
antioxydants des huiles d’'olive entre la phaseelusié et aqueuse. De plus, selon CHIOWlet
(2007), le type de I'huile affecte probablementeelistribution.

La perte des antioxydants (polyphénols, tocophgitots du traitement thermique dépend
du ratio surface/volume (ANDRIKOPOULOS at, 2002).

La friture peu profonde dans l'huile dolive est eurhabitude dans les régions
meéditerranéennes. Cette pratique provoque une partelle des PPT originellement présents
dans ces huiles.

2.6.5. Evolution de la capacité antioxydante :
Les pourcentages de neutralisation atical DPPH aprés 10 cycles de friture sont
indiqués dans le tableau XIII.
Tableau XV : Evolution de la capacité antioxydanteapreés 10 cycles de friture.

% d’inhibition de radical DPPH

Avant Apres Aprés chauffage Apres friture
chauffage enrichissement
TS 63,56 + 0,9 90+£0,3 65+ 0,3 60,3+ 0,2
HO 65,75+0,7 96+0,4 78+0,2 65,5+ 0,1

TS : tournesol HO : huile d'olive.

L’activité antioxydante de I'extrait de marginegterminée par le test de DPPH, diminue
durant la friture. Ce résultat est en accord aedai capporté par GOMEZ-ALONSQ al. (2003).

La capacité antioxydante des deux huiles augnagmgs enrichissement, les pourcentages
d’inhibition des huiles fraiches sont 63,56% et768p de TS et HO, respectivement. Aprés
enrichissement, les valeurs deviennent 90% pouetT®% pour 'HO. Cette augmentation peut
étre attribuée aux CP de l'extrait utilisé qui emfie des composés a effet antioxydant puissant.
Apres 10 cycles de friture, les pourcentages ditloin du radical DPPH ont diminué de 60% et
65% pou TS et HO, respectivement.

La stabilité oxydative de HO est corrélée prina@pagnt avec la concentration de biophénols
hydrophiles, les tocophérols et les chlorophylles. présence de composés phénoliques peut
expliquer la différence de l'activité antioxydarde HO, en la comparant a celle de I'huile de
tournesol, qui renferme principalement les tocoplser



BESTER et al (2007) ont rapporté que ketocophérol devient actif quand la fraction
phénolique polaire de I'HO est réduite et les pisdprimaires atteignent une concentration
critique de 20 méq d’g@kg.

La diminution de la capacité antioxydante lorsal&iture est parallele a la diminution de la
guantité des PPT dans I'huile.

Plusieurs facteurs tels que le contact avec llair,température, la durée de chauffage, le
degré d’insaturation, le type de matériel utilisgupla friture et la présence de pro oxydants ou
d’antioxydants affectent la stabilité de I'huile.

Le type de I'huile et sa composition sont les fasanajeurs qui affectent la stabilité de
I'nuile lors du traitement thermique ou lors dériire. La composition en acides gras et le type e
la concentration en antioxydants naturels (s'ilst gwésents) déterminent la stabilité oxydative
d'une huile donnée. Les acides gras polyinsatafégent les différentes réactions chimiques. Les
antioxydants naturels ont prouvés leurs roles ptetgs contre les altérations des huiles.

Les changements chimiques dans le milieu de friamgmentent avec le temps de friture et
la température appliquée. Les huiles avec des t@mgéleveées de vitamines E ou des PP montrent
une grande résistancd’ @ydation.






Conclusion

Les lipides constituent un groupe plus hétérogpreeles glucides et les protéines. lls sont
constitués essentiellement de triglycérides et cesstituants mineurs (phosphatides, cérides,
insaponifiables, chlorophylles).

La peroxydation lipidigue est un phénomene géngualse produit des la présence de
'oxygéne. L’'oxydation des acides gras procedeymaensemble de réactions en chaine auxquelles
participent surtout les radicaux libres et ellepseduit en trois étapes: initiation, propagation et
terminaison. Ces réactions sont accélérées paeplsdacteurs : la lumiére (UV), la température,
la nature des acides gras, la présence des métaoxrds| (prooxydants).

L’oxydation des lipides dans les aliments poseél&eux problemes pour l'industrie agro-
alimentaire car elle entraine des altérations taiddes ; d’ordre organoleptique (rancissement,
changement de couleur, odeurs désagréables), € oudritionnel (perte en vitamines, acides gras
essentiels), voir méme une toxicité et perte dpikdité marchande.

Un des moyens les plus efficaces pour retardaydlation des lipides et prolonger donc la
durée de conservation des denrées alimentairégestporation des antioxydants.

Au vu des problemes posés par la toxicité deo@ydants synthétiques, on s’oriente de
plus en plus vers les antioxydants naturels, pdidiement les composés phénoliques qui
suscitent actuellement un grand intérét par leupaith sur la santé (régime méditerranéen,
réduction du risque cardio-vasculaire, du risqueateer,...etc).

Au cours de cette étude, les composés phénolepieats des olives vertes, des feuilles de
la variété Chamlal et I'extrait de margines montrent un effet prodect contre I'oxydation
thermique de I'huile d’olive et de I'huile de towsol. Les extraits de pulpe et de feuilles sont
caractérisés par leur richesse en oleuropéineegtrdit de margines renferme les dérivés de
I'oleuropéine (tyrosol et hydroxytyrosol). L'exttaile margines est un inhibiteur puissant des
radicaux généreés lors de I'oxydation thermique dias< huiles, comme il a été observé lors de la
mesure de lindice de peroxyde (produits primaires) 'absorbance a 530 nm (produits
secondaires). En paralléle, il s’est produit deducéons des contenus phénoliques totaux a
lorigine de leur participation a la protection ddwmiles. Par conséquence, la capacité
antiradicalaire mesurée en utilisant le radical BP® diminué. Les résultats obtenus apres
chauffage de TS témoin (sans addition d’antioxydaont : Ip =18méq d £kg, DO (530 nm) =
0,750, pourcentage d’inhibition du radical DPPHIéga 33 %. Apres I'addition de I'extrait de
margines a 200 mg/kg, les valeurs obtenues sgnt= 10méq d’'@kg, DO s30nm) = 0,210, la
guantité des polyphénols a diminué (147,7 mg/kgagtconséquence, la capacité antiradicalaire
est réduite (65,3%). Aprés chauffage de I'huildidatémoin, les valeurs de ces parameétres sont :
Ip = 34,8méq d'@kg, DO (s30 nmi= 1,217, concentration des polyphénols égale andjig et le
pourcentage d’inhibition du DPPH est de 34,29%. asurs obtenues aprés enrichissement de
I'huile d’olive avec I'extrait de margines sont6,2méq d'Q/kg, DO (s30nm) = 0,630. En méme
temps, il s’est produit des réductions de contehénplique (705,6mg/kg) et de la capacité
antiradicalaire (78,45%).

La capacité antioxydante des extraits phénoligiiidénue dans 'ordre suivant : extrait de
margines > extrait de feuilke extrait de pulpe.



De plus, les résultats obtenus apres enrichisdeaes deux huiles avec l'extrait de
margines a 200 mg/kg en présence de pomme de ¢ermeme aliment de friture, se situent entre
ceux obtenus a partir des huiles témoins et ddgshenrichies avec le méme extrait mais en
absence de pomme de terre.

L’'acide cafféique par rapport a l'acide galliquejontre une meilleure capacité
antioxydante. La vanilline est sans effet protectélactivité antioxydante de l'oleuropéine se
rapproche de celle des extraits de feuilles et dipep (rappelons que l'oleuropéine est le
constituant majeur des polyphénols des feuilleteda pulpe d’olive). Le pouvoir antioxydant des
phénols individuels testés diminue dans I'ordrevauni : acide cafféique > oleuropéine > acide
gallique > vanilline.

Le pouvoir antioxydant des extraits phénoliqueslet phénols individuels diminue dans
I'ordre suivant : extrait de margines > extrait fdeilles ~ extrait de pulpe: acide cafféique >
oleuropéine > acide gallique > vanilline.

L’effet antioxydant des composés phénoliques déplenigur structure, leur concentration
et I'effet conjugué ou inhibiteur d’autres subsescDe plus, la nature et la composition du
substrat a protéger des altérations influent Katétianti oxydante de ces molécules.

Dans l'avenir, plusieurs voies de recherche semirpour mieux appréhender les
mécanismes anti-oxydatifs :

» tester l'effet antioxydant de ces extraits phénai sous différentes conditions :
exposition a la lumiéere, un long stockage, et deitempératures méme a froid et la
combinaison de plusieurs de ces conditions ;

= quantifier les polyphénols contenus dans l'alinfebtvant et apres traitement thermique ;

= caractériser c'est-a-dire identifier les divers poses phénoliques des extraits obtenus a
partir des olives, de feuilles et de margines pes téchniques chromatographiques ou
électrophorétiques;

= valoriser les composeés phénoliques des marginesjd#&rées comme source importante
d’antioxydants naturels, et diminuer un peu soiu pge leur effet polluant sur
'environnement ;

= valoriser aussi les phénols de feuilles et dessfidiclassés riches en oleuropéine et autres
phénols;

= proposer des méthodes d’extraction et de préserveas extraits phénoliques;

= dans le cas d’'un usage a des fin alimentairesétlieles toxicologiques poussees devraient
étre entreprises dans la mesure ou le label « firoditurel » n’est pas suffisant pour
garantir la totale innocuité de ces composés camiex obtenus par des solvants qui
peuvent étre toxiques comme le méthanol.
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