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Résumé :

Malgré leur profil polluant, les margines d’huile d’olive sont considérées comme une
source tres riche en antioxydants naturels, les polyphénols. Ces derniers existent aussi
dans les feuilles d’olivier et quelques fruits tels que les raisins.

Dans cette étude, ces polyphénols ont été extraits afin de les valoriser en tant
qu’antioxydants naturels et en les comparants avec un antioxydant synthétique l'acide
gallique. Des concentrations de 100 a 500 ppm de ces polyphénols et de 100 a 200 ppm
d’acide gallique sont additionnées a une huile d’olive vierge. Les échantillons d’huile
sont mis sous des conditions de stockage a I'étuve (T° avoisinant les 40°C) pendant 60
jours. L’altération de I'huile utilisée a été suivie par une détermination de l'acidité, de
I'indice de peroxyde, de I'indice d’iode et des extinctions spécifiques a 232 eta 270 nm.

Les résultats obtenus ont montré que tous les échantillons d’huile contenant des
antioxydants ont subi une détérioration oxydative moins accentuée que celle du témoin
(sans additif). L'effet antioxydant des polyphénols des feuilles d’olivier ajoutés a une
concentration de 200 ppm est assez comparable a celui de l'acide gallique, ils ont
contribué a la meilleure stabilité oxydative parmi les traitements. Cependant, les extraits
phénoliques des margines et ceux des raisins ajoutés a des concentrations de 500 ppm
semblent mois protégés.

Mots-clés : Huile d’olive vierge, polyphénols, stabilité oxydative, caractéristiques
physicochimiques.

Abstract:

In spite of their polluting nature, the olive mill waste water is considered as a very
rich source in natural antioxidants, polyphenols. These last ones also exist in the leaves
of olive tree and some fruit such as grapes.

In this study, these polyphenols were extracted to develop them as natural
antioxidants, and to compare them with a synthetic antioxidant: the Gallic acid.
Concentration from 100 to 500 ppm of these polyphenols and from 100 to 200 ppm of
Gallic acid is added to a virgin olive oil. These samples of oil are put under storage
conditions in the drying oven (T? bordering 40° C) during 60 days. The oxydation of the
used oil was followed by a determination of the acidity of the peroxide index, iodine
index and the specific extinctions in 232 and in 270 nm.

The obtained results showed that all the samples of oil containing antioxidants
underwent an oxidative deterioration less accentuated that the one with the witness
(without additive). The antioxidants effect of polyphenols existing in the leaves of olive
tree added to a concentration of 200 ppm is almost the same with the one of Gallic acid,
they have contributed to the best oxidative stability among the processing. However the
extracted phenolic from the olive mill waste water and the ones from grapes added to
concentration of 500 ppm seem like less protected.

Key words: virgin olive oil, polyphenols, oxidative stability, physico-chemical
characteristics
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INTRODUCTION

Les lipides sont un élément essentiel de nalireentation. Qu’ils soient appelés corps
gras, matieres grasses ou graisses, ils sont comésih I'état naturel ou bien ils sont présents
dans un aliment. Les lipides sont bien slr unecgde saveur et de plaisir pour le palais et
contribuent aussi au bon fonctionnement de l'orgiaei et a son développement. Les acides
gras sont les principaux constituants des lipitleeglus fréquent est I'acide oléique ; il se
trouve dans beaucoup de corps gras et en grandétgudans I'huile d’olive.

Un aliment fonctionnel est un aliment ordieaioté de propriétés propres ou ajoutées qui
le rendent capable d’agir favorablement sur I'élatsanté. Les nutraceutiques, un concept
proche, sont catégorisés comme un groupe d'alimsatsiéclinant sous diverses formes
pharmaceutiques (comprimés par exemple) et classgschemin entre les aliments et les
médicaments. Grace a I'expérience de masse, elleenfidgée par des siecles de pratique et
de savoir faire populaire, il est aisé de recom@aih classique, parmi tant d’autres, dans cette
catégorie 4huile d'olive ». C’est par excellence un authentique remedeeusgV de tout les
temps dans le pourtour méditerranéen (nutritif, lcaimle diabéte, diurétique, anti-
inflammatoire...) [1].

L’huile d’olive vierge est considérée meilleute toutes les huiles d'olive par rapport a ses
caractéristiques organoleptiques, sa stabilit@ etosnposition chimique [2] parce qu’elle est
le jus des olives récoltées a une maturité optimaiexydation des lipides est I'une des
fameuses réactions fondamentales de la chimieipided. Quand les acides gras insaturés
sont exposés a l'air, la molécule d’oxygéne réagéc eux selon un mecanisme de chaines
radicalaires en produisant des hydroperoxydes. €evant se décomposer en une variété de
produits d’oxydation secondaires. Enfin, des compalatils sont formés conduisant I'huile
a une dégradation de sa qualité [3].

Cependant, I'huile d'olive vierge a une gramégistance a la détérioration oxydative, cela
est d0 a sa composition triacylglycérol pauvre eides gras polyinsatures, et a la présence
d’un groupe d’antioxydants phénoliques qui compreéesl polyphénols et des tocophérols.

Les polyphénols ont une grande importance paustabilité de I'huile d’olive vierge
comparativement a d’autres huiles raffinées otdegsiers sont éliminés durant les processus
du raffinage [4]. Les composés phénoliques majoegadans les huiles d'olives vierges sont
le tyrosol et I'hnydroxytyrosol, suivis de tracesadides cinnamiques substitués dont l'acide

caféique, d’oléuropeilaglycone et d’oléuropéine [5]
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Cette résistance a l'oxydation peut étre amé@&diopar plusieurs méthodes. L'une des
approches les plus appropriées consiste en l'imcatipn d’antioxydants naturels. C’est dans
ce cadre que s'inscrit notre travail dont I'objéetst I'étude de I'effet des antioxydants des
margines, des feuilles d'olivier et des raisins kurstabilité oxydative de I'huile d'olive
vierge.

Cette étude est constituée de trois parties :

Tout d’abord, la partie bibliographique quingarend trois chapitres dont le premier
détaille les lipides et leur dégradation, le demedechapitre traite les caractéristiques
chimiques et physico-chimiques de I'huile d’oliveisa que sa composition et les facteurs
influencant sa dégradation. Le troisieme chapitésgnte les différents types d’antioxydants
et leurs mécanismes d’action.

Dans la partie "Matériel et Méthode", les noélibs d’analyses classiques utilisées dans ce
travail, la préparation des échantillons et I'instentation utilisés sont décrites.

La partie consacrée a la présentation dedtaéset a la discussion est divisée en deux
parties : la premiére est consacrée en la détetiminde la teneur en composés phénoliques
extraits a partir des margines, des feuilles dietivet des raisins. La deuxiéme partie traite
I'évaluation du pouvoir antioxydant de ces dernieisa-vis d’'une huile d’olive vierge a
travers la détermination de Il'acidité, de lindice peroxyde, de lindice d'iode et des
coefficients d’absorption molaire par rayonnemedis Visible. Les échantillons d’huile
ayant fait I'objet de ce travail sont étuvés a 4@t I'obscurité en fonction de la durée de

conservation.
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1.1. Définition des lipides

La plupart des familles de molécules de basendnde vivant sont définies par leurs
structures chimiques. Les lipides (du grec liposjsge) sont caractérisés par une propriété
physique : la solubilité. Ce sont des composédub#ité nulle ou faible dans I'eau mais par
contre élevée dans les solvants organiques (mdthahtoroforme, cyclohexane, éther
diéthylique, acétone,...). Les termes d'huiles, s graisses, cires ne désignent que leur état
physique liquide ou solide a la température ambiant

Un lipide est une molécule :

* soit complétement apolaire (lipide neutre)

e soit bipolaire, molécule amphiphile (ou amphipati@); avec une téte polaire liée a

une chaine fortement apolaire (queue).

1.2. Role des lipides dans I'organisme

* Les lipides entrent dans la composition des mendsraellulaires (les membranes qui
entourent les cellules). Les acides gras essesbelisdes constituants des membranes
cellulaires notamment au niveau des neurones.

* Les lipides sont stockés dans les cellules grasese(adipocytes) ou ils forment une
réserve d’énergie.

* Les lipides servent a transporter des vitamingsglubles) et jouent un rdéle essentiel
dans plusieurs fonctions vitales (reproduction, uimité, coagulation, inflammation,

vision...)

1.3. Classification des lipides
1.3.1. Lipides vrais

lls résultent de la condensation d'acides "gragtales alcools par une liaison ester ou
amide, et nous les subdivisons en :

1- Lipides simples ou homolipides qui sont neutresoentes :

» glycérolipides : I'alcool est le glycérol

e cérides : les alcools sont a longue chaine (gras)

» stérides : I'alcool est un stérol (polycyclique)

2- Lipides complexes qui contiennent en plus des pigfas du phosphore, de l'azote, du

soufre ou des oses.
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1.3.2. Composés a caractere lipidique (lipoides)
* Isoprénoides, dérivés d'unités isoprene : nousvorsl aussi le groupe des composés
terpéniques et les dérivés du stérol.

» Eicosanoides : des médiateurs dérivés d'un acade gr

1.3.3. Associations de lipides simples et les lipislconjugués
Les lipides participent a des édifices suptlamdaires non covalents qui incluent des
protéines. Dans quelques cas, des protéines peavent une fraction lipidique liee de

maniére covalente.

1.4. Composition des lipides
1.4.1. Constituants majeurs
1.4.1.1. Acides gras

Les acides gras peuvent exister a |'état ldmeas la nature. Ce sont des composeés
organiques a base de carbone, d'’hydrogéene et @woaydls sont formés d'une chaine
hydrocarbonée plus ou moins longue et d'un groapzogyle.

La chaine aliphatique hydrocarbonée peut €dtarée ou peut présenter une ou plusieurs
doubles liaisons. Les acides gras différent domiceeeux par la longueur de la chaine
aliphatique, le nombre et la localisation des desiltihisons éventuelles.

Les acides gras sont symbolisés par la notgtin : x), avec «n» qui représente le
nombre de carbones de la chaine et « x » le nodédoubles liaisons.

Pres d'une centaine d'acides gras ont étésset étudiés; leur étude a permis les
généralisations suivantes [6]

» Les acides gras les plus abondants ont un nomlore’ptomes de carbone compris entre

14 et 22 (16 et 18 prédominent)

» Les acides gras insaturés sont les plus fréquemtdesg saturés, surtout chez les plantes et
les animaux vivants a basse température.
» La plupart des acides gras monoinsaturés ont uoblediaison qui se situe entre) €t

Cio.

* Les acides gras polyinsaturés ont la premiére @oliddson entre €et Goet les suivantes
sont séparées par un groupement méthylique, daskjups cas elles peuvent étre
conjuguées.

* Les doubles liaisons sont en configuration Cigmant Trans.
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» Les acides gras a nombre impair de carbones sestibdans les tissus d’animaux marins,
les microorganismes et la flore intestinale demanix tels que les bovins.
Le tableau 1 montre quelques acides gras $elos degrés d’insaturation et leur nombre
de carbones.

Tableau 1: Classement des acides gras en fonction du ddgeaturation et du nombre de
carbones [7].

Acide gras | Nombre de| Longueur de la Degré de Aliments
carbones | chaine carbonée | saturation

Caproique 6 Courte saturé Beurre
Caprylique 8 Moyenne saturé Noix de coco
Caprique 10 Moyenne saturé Palmiste, noix de coco
Laurique 12 Moyenne saturé Noix de coco
Myristique 14 longue saturé Muscade
Palmitique 16 longue saturé Huile de palme
Stéarique 18 longue saturé Graisses animales
Oleique 18 longue monoinsaturé Huile d’olive
Linoléique 18 longue polyinsaturé Huile de mais
Linolénique 18 longue polyinsaturé Huile de soja

1.4.1.2. Triglycérides

Les triglycérides sont des triesters résultantadedmbinaison de trois molécules d'acide
gras par leur fonction carboxyle avec les fonctialesoliques du glycérol.

La synthese des lipides par estérificationat@des gras se fait sur différents alcools:[8]
glycérol (glycérides), cholestérol (stérides) essaupar amidification de la sphingosine
(sphingolipides).

On peut obtenir des mono-glycérides, des dégiges, ou des triglycérides qui sont les
plus répandus. C’est la forme de réserve d’énetfgge 'homme, stockée dans les adipocytes

sous forme de gouttelettes dans le cytosol.
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Dans la figure 1, sont données les structditgs glycérol et d’un triglycéride.

GH2—GH —CH;
@ ? ?
O=(|3 (|3=O ?=O
|
OH OH OH K, R R
Glycérol Triglycéride

Figure 1: Structure d’un glycérol et d’un triglycéride

Lorsque le glycérol est lié a trois molécutisn méme acide gras, le triglycéride est dit
homogene, dans le cas contraire, le triglycéridedidshétérogéne. Selon la combinaison et
'assemblage des acides gras sur le glycérol, yeégide aura une structure différente et
pourra étre monoacide, symétrique ou asymetrique.

Le tableau 2 illustre la teneur en lipidesitnt et en acides gras des principales graisses et
huiles alimentaires.

Tableau 2: Teneur en lipides totaux et en acides gras desipsles graisses et huiles
alimentaires (g/100g9) [7].

Graisses et huiles Lipides AG AG AG
totaux saturés monoinsaturés | polyinsaturés
Beurre 83,4 52,0 21,0 3,1
Lard 99,0 48,0 37,7 7,4
Margarine 84,0 50,0 23,0 11,0
Huile d'olive 100 17,2 72,5 9,9
Huile d’arachide 100 19,5 52,5 26,4
Huile de mais 100 31,3 20,7 47,2
Huile de soja 100 15,8 23,5 59,7
Huile de tournesol 100 7,5 34,0 58,0
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1.4.2. Constituants mineurs

Ce sont des composés importants par le réliés qauent dans le métabolisme et la
structure cellulaire. lls sont tres répandus danggdne animal.

Parmi les produits mineurs, ont peut distimgles phospholipides, les cérides et les

produits insaponifiables.

1.4.2.1. Phospholipides

Ce sont des esters de glycérol dont une fometicool est naturellement estérifiée par une
molécule d'acide phosphorique, elle-méme associgeeaamine ou a un sucre (inositol).
On parle ainsi de phosphatidylsérine, phosphatiayice (ou Iécithine), phosphatidylinositol
et phosphatidyléthanolamine. Ces molécules soes ditnphiphiles car elles possédent un

pole hydrophile et un pdle lipophile. Elles ont dales propriétés émulsifiantes.

1.4.2.2. Monoglycérides et diglycérides ou glycéed partiels
Ces molécules sont des mono ou des diestegdydérol et d'acides gras provenant de
I'hydrolyse partielle des triglycérides ; leur(spé€tion(s) alcool libre(s) leur confere(nt) une

certaine hydrophilie et des propriétés émulsifiante

1.4.2.3. Insaponifiables

L'insaponifiable est constitué de composésagues hydrolyse basique (saponification)
sont tres peu solubles dans I'eau mais solubles dies solvants traditionnels des corps gras
(cyclohexane, éther éthylique, acétone,...).

La proportion d'insaponifiable varie pour uorgs gras non raffiné (brut) de 0,2 a 2%
(moyenne aux environs de 1%) [9] ; elle est foncte I'origine et des traitements subis par

le corps gras (raffinage).

* Stérols

Ce sont des molécules a plusieurs cycles,oil#s pnoléculaire élevé, avec une fonction
alcool. lls se trouvent a I'état libre ou estérifiar un acide gras. Dans le régne animal, le
principal stérol est le cholestérol ; dans le régagétal, on parle de phytostérols dont le

principal est Ig-sitostérol. lls représentent 30 a 60% de I'inséidvie [10].
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» Tocophérols

lls sont au nombre de quatre isoméese$,(y, d) constitués d'une chaine carbonée associée
a un groupement quinone ; ils ont essentiellemestpiopriétés antioxydantes (en particulier
vis a vis des acides gras polyinsaturés). lls gevant en quantité notable dans les huiles
végetales (tournesol, mais, soja, colza) , ilséubest également une activité vitaminique E, la
plus forte étant celle dexttocophérol. Leur teneur varie de 200 & 1200 mgas les huiles
végétales et del0 a 20 mg/kg dans les graissesi@sifiO].

* Pigments
Les caroténes, caroténoides (xantophylleghktrophylles contribuent a la couleur des
huiles, ces pigments naturels sont éliminés endgrarartie par le raffinage. A titre indicatif,

I'huile de palme particulierement riche en caroteee contient de 500 a 800 mg/kg [10].

1.4.2.4. Cire

Les cires sont des esters d'acides gras anhaalcools aliphatiques (alcools gras
principalement). Chez les végétaux, elles contribéela formation de pellicules protectrices
des graines et des fruits. Il en existe aussi tmnmégne animal (principalement cétacés et
poissons). Dans les huiles, surtout le tournesal, présence est responsable de I'apparition
de trouble par début de cristallisation a bass@éeature ou a température ambiante.

1.5. Propriétés physico chimiques des lipides
1.5.1. Propriétés physiques
1.5.1.1. Point de fusion

Le point de fusion des lipides dépend de deuxreste
a) Longueur de la chaine nous citons trois exemples

v Acide butyrique (G) : =-8¢C°

v Acide palmitique (C16): {T= +63C°

v Acide stéarique (C18) : {FE +69C°

Une augmentation du nombre d’atomes de carbotraine une augmentation du point de
fusion.

Donc a température ordinaire, les acides @nasmbre d’atomes de carbone inférieur a 10
sont liquides et ceux a nombre d’atomes de carbopérieur a 10 sont solides.

10
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b) Taux d’insaturation : nous citons quatre exemples :

v' Acide stéarique @ : TF = +69C°
v Acide oléique (1) . F=+16C°
v' Acide linoléique (2) : T =-5C°

v' Acide linolénique (3): T =-11C°
Une augmentation du nombre de doubles liaisensaine une diminution de la

température de fusion.

1.5.1.2. Solubilité

La solubilité des lipides est liée a la staumet de type bipolaire de leurs molécules.
L'hydrophobie de leur chaine hydrocarbonée apol@neporte sur la faible hydrophilie de
leur groupement carboxylique peu dissocié. Seslpilemiers termes sont solubles dans I'eau,

les homologues supérieurs étant insolubles.

1.5.2. Propriétés chimiques
1.5.2.1. Formation de sels de sodium ou potassium
Ce sont des savons a propriétés moussantedjantes et émulsionnantes. Dans I'eau les

savons se dissocient en'NaR-COO

L'aniona?2pbles: R— COO

Hydrophobe

Hydrophile

Ces molécules appelées amphiphiles ou ampinpes, sont tensioactives, elles abaissent

la tension superficielle de I'eau d'ou leurs pregs.

11
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1.6. Altération des lipides

Tous les corps gras subissent au cours declmuservation ou de leur utilisation des
altérations oxydatives. Les principaux composésdakies sont les acides gras insaturés, a
I'état libre ou estérifies en triglycérides, d'adrcomposés de nature lipidique sont par
ailleurs oxydables : vitamines liposolubles, stgrolLe phénoméne d’oxydation des acides
gras conduit a une dégradation organoleptique, apparition d’'une flaveur caractéristique

« rance » qui modifie la qualité marchande du pitodu

1.6.1. Types d'altération des lipides

L’hydrolyse et I'oxydation sont les principaleoies d’altération des lipides au cours de la
production, du stockage et de la transformationhadiées. La figure 2 et le tableau 3 résument
les principales altérations que peuvent subir @p< gras. Ces modifications affectent la
durée de vie, la qualité organoleptique, nutritellen et la sécurité alimentaire de ces

derniéeres.

12
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Triglycérides
Oxydation (auto-oxydation, Hydrolyse (hydrothérmégou
Photo-oxydation, ou enzymatique I I enzymatique)
Hydroperoxydes de triglycérides Acides gras libres + glycérols
Peroxydes mono-, di-, épo
et cycliques.
Hept/se |l | Oxydation

Hydroxyperoxydes d’acides gras libres

deluits secondaires et ternaires

Di et époxyaldéhydes saturés et insatures.
Cétones, lactones, furanes.

Oxo et hydroxyacides mono et dibasiques.

Hydrocarbures saturés et insaturés.

Figure2 : schéma simplifié des voies d’altération des lipide

13
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Tableau 3: Les principales altérations que peuvent subicteps gras [10].

Altérations Facteurs déclenchant Composés produits
Hydrolytique Eau Formation de :
acides gras libres,
Enzymes glycérides partiels (mono et di-
glycérides)
Oxydative : La stabilité des 1- Formation de composés
corps gras a l'oxydation est volatils responsables du
influencée négativement par phénoméne de rancissement.
I'air, la lumiere et plus
précisément par I'énergie Air 2- Formation de produits non
rayonnée par les radiations volatils :
courtes (UV). Les traces composés polaires d'oxydation,
meétalliques (Fe et surtout Cu) polymérisés ou non
sont des catalyseurs d'oxydatign, polymeérisés.
Thermique Chauffage Réactions de polymérisation,
Cyclisation.

1.6.1.1. Hydrolyse

L’hydrolyse des lipides est principalementda d’enzymes lipolytiques. Pour les noix et
graines, il s’'agit de lipases, de phospholipased’adtérases. Les lipases et les estérases
hydrolysent les liaisons esters des glycéridesbétdnt a partir des triglycérides des acides
gras, des diglycérides et des monoglycérides. takesa gras libres formés peuvent ensuite

servir de substrats pour les réactions d’oxyddtldn.

1.6.1.2. Altération thermique
Le chauffage des lipides a des températurpérmures a 100 voire 150 °C, conduit a la

formation de polymeéres, de composés cycliquesauésises.

1.6.1.3. Oxydation

L’oxydation des lipides a été reconnue commeprobléme majeur affectant les huiles
comestibles, ceci en influencant négativement lguopriétés chimique, nutritionnelle et
sensorielle. Initialement, I'oxydation des lipideg fait de maniére lente, ensuite, elle
augmente soudainement, et la durée de la premntigpe ést appelée « période d’'induction »

ou « temps d’induction » [4].
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L’oxydation des lipides peut se dérouler seloverses voies réactionnelles en fonction du
milieu et des agents initiateurs. La figure 3 ilflesune oxydation lipidique induite par un
radical hydroxyle OH°.

COOH
Initiation NI:\/:\/V Acide gras polyinsaturé (PUFA)

L OH-
COOH

/\/=\/=\/\/ Radical lipidique

l Reorganisation des doubles liaisons
ion V\/'V:\/\ Diéne conjugué
Propagatio v COOM jug
l +0?
Radical oxyl
)

a l + PUFA

Hydroperoxyde lipidigque
oo yaroperoxy piaiq

I-0-0
+

COOH
/\\/:\/’:'V\/ Radical lipidique

Figure 3 : Peroxydation lipidique induite par le radical OH

a. L’oxydation enzymatique

L’enzyme principalement impliquée est la ligggnase [12]. La lipoxygénase catalyse
linsertion d’'une molécule d’oxygene sur un acideagy insaturé selon une réaction
stéréospécifique, et aboutit a la formation d’hysnoxydes. Elle agit spécifiguement sur les
acides gras non estérifies. Son activité est donwent couplée avec celle des lipases et
phospholipases.
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b. L’auto-oxydation

L’auto-oxydation de la matiére grasse abandersu contact de I'oxygene constitue un
ensemble complexe de réactions non encore compateétucidées. Elles conduisent a la
rupture des chaines carbonées avec le développelagnbduits pour la plupart volatils, a
structure carbonylée. Les propriétés organolepsiqiee la matiere grasse sont altérées. La

figure 4 montre le schéma simplifié de I'auto-oxtyda.

substrats P — . :

Produits primaries Produits secondaires
‘ L+0; [ d'oxydation J [ d'oxydation
|' peroxydes aldéhydes, cétones
; hydrocarbures
L %
‘F 100 Hydmpi roxydes

¥ Produits
syt d'oxydation
Temps

Figure 4 : Représentation simplifié de la cinétique de fororagt de décomposition des
hydroperoxydes et de la cinétique de formationpiteduits secondaires d'oxydation [13].

1.7. Mécanisme réactionnel de I'oxydation

L'oxydation concerne les matiéres grasses insauwéeomporte trois étapes qui sont
l'initiation, la propagation et la terminaison. Awours de linitiation, il y a formation de
radicaux libres puis de radicaux hydroperoxydespesition a d’une double liaison. La
chaleur, la présence de traces de sels de métawrarddtion et la lumiere ultraviolette sont
des agents d'initiation. Cette premiere étape, lépp&galement période d'induction,
correspond a une période d'absorption lente dgdémne atmosphérique. La deuxieme étape
est la propagation, au cours de laquelle on assistane formation plus accélérée
d'hydroperoxydes, ce qui se traduit par une fostessommation d'oxygene. La derniére étape
consiste en la combinaison des radicaux formésaoamscdes deux premieres étapes en
composés non radicalaires. Le mécanisme réactiateeloxydation des lipides comprend

trois phases [11] :
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1.7.1. Initiation
En présence d'un initiateur (1), les lipidesaturés (RH) perdent un atome d’hydrogéne

pour former un radical libre centré sur le carb(R® (radical alkyle).

RH — H° + R° (1)

1.7. 2. Propagation

Le radical alkyle, trés réactif, fixe une nmlée doxygene, pour former un radical
hydroperoxyle instable, centré sur I'oxygéne (2&luGci arrache a son tour un hydrogéne
labile d'un deuxiéme acide gras, formant un hydroxygde non radicalaire plus stable (3),

mais générant une nouvelle espéece radicalairesiguxieme acide gras.

R° + Q —>» ROO° (Réactrapide) (2)
ROO° + RH—> ROOH + R° @R#on lente) 3)

Comme le montre la figure 4 citée ci-dessagHase de propagation peut elle-méme étre
décomposée en deux étapes séquentielles [13]:
1- La premiere étape correspond a l'apparition gesoxydes, composés primaires
d’oxydation, a partir des radicaux libres instahlés quantité de peroxydes formés peut étre
évaluée analytiquement grace a la déterminatidindiice de peroxyde.
2- La deuxiéme étape se traduit par I'évolutios kgdroperoxydes en composés secondaires
d’oxydation, par deux voies principales :

e La scission : conduisant par coupure a la libénatie composés volatiles (chaines
carbonées courtes et moyennes), notamment aldéleg]igesponsables des flaveurs
de rance, caractérisés par un seuil de détectsridible.

* Le remaniement : conduisant suite a différents sy pontage intra- ou inter-acides
gras ou suite a I'apparition de fonctions oxydéese stade dit de rancissement, le

goUt rance est bien entendu perceptible.
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1.7. 3. Terminaison
Pendant cette phase, les espéces radical@agissent entre elles pour donner des espéces

non radicalaires, mettant ainsi fin aux cycles tiéaoels.

ROO° + ROO° ——» [ROOOOR}—— ROOR + @ 4)
R° + R° —> RR (5)
ROO°+R° — ROOR (peroxydelmue) (6)

La figure 5 représente un schéma simplifié stades primaires et secondaires de l'auto-
oxydation d'une matiére grasse insaturée (RH).

0

Iniriarfon

RH ————3m R° Propagation ROO"
RHFV
ROOH

N OH°

COMPOSES MONOMELES -—— poz —= polvmeres
(dénvees époxy. hvdroxv. (RR. ROOR.ROR)
ceta)

Composes volarls (aldéhdes. hyvdrocarbures, alcools. cétones)

Figure 5 : Schéma simplifié de I'auto-oxydation [4].
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1.8. Réaction de Maillard

Nous sommes aujourd’hui en mesure de réaligbviduellement la condensation d’'un
aminoacide défini sur un sucre défini. C’est aipse Louis-Camille Maillard fit part de sa
découverte surprenante a ’Académie des Sciendggalevier 1912. Alors qu'il travaillait sur
la synthése de protéines par chauffage, il obtart psard des substances aromatiques et
colorées qu'il identifia comme étant des mélanaidjnpolyméres bruns responsables de la
couleur et de la saveur de nombreux aliments :terda pain, biere, café et chocolat torréfiés
[14]. Cette réaction est aussi connue sous le rdirghissement non enzymatique. En agro-
alimentaire, ces réactions sont recherchées etaées dans le but d’améliorer les qualités

organoleptiques de certains aliments.

1.8.1. Interaction entre réaction d’oxydation lipidque et réaction de Maillard

La réaction de Maillard génere des radicabwel et des composés prooxydants, alors que
par ailleurs elle est activée par les radicauxeBbDe son c6té I'oxydation des lipides est
favorisée par la présence de radicaux libres, gancertains produits de Maillard. Mais cette

réaction a son tour génere des composes aldéhgdigaetifs vis-a-vis des amines.

1.8.2. Rdle des produits de la réaction de Maillardans I'oxydation des lipides

Les produits de Maillard favorisent I'oxydatiodes lipides. De méme augmentent
'oxydation des phospholipides. La glycation desoggholipides favorise aussi la
peroxydation lipidique. Ceci est vraisemblablemdigt a la formation d’intermédiaires
radicalaires pro-oxydants tels que le radical pgriom. Cependant, un effet antioxydant des
produits de Maillard a également été montré. Le anistne semble pourtant Iégerement
différent puisqu’il met en jeu les mélanoidines lateurs de métaux et de radicaux libres,

donc a activité antioxydante [11].

1.9. Méthodes de détermination de la stabilité oxydive des lipides
1.9.1.Mesure de I'oxygene absorbé

Cette méthode permet de suivre simultanémertolrs de I'oxydation et de mesurer
'indice d’oxydation de Il'huile traitée. L'oxygenabsorbé est mesuré par des méthodes

volumétriques ou électrochimiques.
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1.9.2. Test de stabilité de Swift

Il est surtout appliqué pour les graisses animal@sns sa version initiale, ce test consiste
a oxyder par l'air, la matiere grasse maintenu8°&€9La mise en évidence de I'oxydation est
montrée par la mesure de l'indice de peroxyde eotion du temps. Cette facon de faire est
assez complexe et peu reproductible. La modifioat#ite a ce test consiste a décolorer un
indicateur de pH (rouge de crésol) par les produotatils acides formés lors de I'oxydation
[15]. Le temps (heures) nécessaire a la décolorate I'indicateur coloré, encore appelé «

temps de Swift » mesure la résistance de la majrasse a I'oxydation [16].

1.9.3. Méthode a I'étuve ou test Schaal

Ce test consiste a oxyder la matiere grasse dams2tuve portée a 60°C. La mise en
evidence de l'oxydation est montrée par la mesugel'thdice de peroxyde sur des
prélevements faits toutes les 4, 8, ou 24h [THtte méthode présente l'avantage de se
rapprocher des conditions réelles de stockagedgad$lacons transparents d’huiles conservés

a la lumiére du jour et a température ambiante).

1.9.4. Test au Rancimat

Ce test est trés utilisé pour évaluer la stabititgydative des matiéres grasses. La
spécification de TIR (Temps d’Induction au test &arat, exprimé en heures) correspond au
temps pendant lequel la matiere grasse a résisie stress oxydatif. Le principe du test
consiste a vieillir prématurément les matiéres sgapar décomposition thermique a 98°C,
sous un bullage intensif d'air. Les acides orgamsquoroduits de dégradation de cette
oxydation poussée, sont entrainés par un couramteat’recueillis dans une cellule de mesure
remplie d’eau distillée. Le temps d’induction eétaitminé par conductimétrie et correspond
au TIR.
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2.1. Définition

L’huile d’olive fait partie de la culture médiranéenne. Si 'huile est constituée pour
I'essentiel d'acides gras liés au glycérol (> 95 @ekst-a-dire de triglycérides, elle contient,
par ailleurs, un grand nombre d'autres composagmssents en faibles quantités. Ces
composants dits «mineurs» n'en sont pas moinsimpsrtants : certains ont des effets
bénéfiques sur la santé humaine, d'autres renfol@etabilité de I'huile, d'autres encore sont
responsables de son parfum délicat et unique. ibeipal atout nutritionnel de I'huile d’olive
réside cependant dans sa richesse en composés liphésnoayant des propriétés
antioxydantes.

2.2. Technologie d’extraction de 'huile d’olive
Le traitement des olives en vu de I'extractohs I'huile peut se faire par des moyens
mécaniques (par pression ou centrifugation). Diggstemes d’extraction sont employés pour

extraire I'huile des olives.

2.2.1. Systéme discontinu d’extraction par presse

Ce systeme utilise des presses meétalliguesisaou, le cas échéant des presses
hydrauliques. La pate issue du broyage est emgilékes scourtins, a raison de 5 a 10 Kg par
scourtin. L'application de la pression sur la cleadgs scourtins doit étre réalisée de maniere
progressive. L'opération de pressage dure au mtbnsin. Les scourtins doivent étre laves,
selon la norme internationale en vigueur et a reidune fois par semaine pour éviter
d’augmenter I'acidité de I'huile. Le systeme distion d’extraction par presse est représenté
par la figure 6.

Les avantages et les inconveénients de ce sgstont :

Les opérations de broyage et de pressage gétéades olives, conduites en pleine air,
peuvent entrainer 'altération des huiles. En effatito oxydation de I'huile déclenchée par
la présence de l'air, provoque la dégradation dedea gras insaturés et par conséquent la
formation des hydroperoxydes qui peuvent se déceerpet donner lieu a des produits
volatils conduisant a un état de rancissementtdel¢. Un autre inconvénient de ce systéeme,
est qu'’il génere des quantités importantes de mesdi60 & 70 L par 100 Kg d'olives) [17].

Ce systeme d’extraction par presse permet |'olendiune huile non piquante et riche en

polyphénols.
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Effeuillage + lavage

Pressage l

Figure 6 : Systéme discontinu d’extraction par presse

2.2.2. Systéme d’extraction continu avec centrifudn a trois phases

Les trois phases sont: huile, margines et grigridimtroduction de ces installations
« continues » a permis de réduire les colts desfyamation et la durée de stockage des
olives avec comme conséquence une production t#ém® moindre acidité. Le systéme
continu d’extraction avec centrifugation a troisapls est représenté par la figure 7.

Néanmoins, ce systéme présente les inconvérsaiviants :

Les apports élevés en eau chaude (40 a 60 %oids de la pate) [17font que I'huile

extraite se trouve appauvrie en composés aromatigieen composés phénoliques. Ces
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composés passent partiellement dans les marginessy§téme donne aussi lieu a des
grignons a teneurs élevés en humidité (45 a 55%) [1

|
!
|
e

Eau

Centrifugation l

l ,,
Grignon M

pﬁéatio% centrifuge

Figure 7 : Systeme continu d’extraction avec centrifugati@dphases

2.2.3. Systéme d’extraction continu avec centrifug@n a deux phases

Le procédé technologique d’extraction desdsuili'olive fonctionne avec un nouveau
décanteur avec centrifugation a deux phases (ltiirignon) qui ne nécessite pas I'ajout
d’eau pour la séparation des phases huileuseidésmintenant le grignon et les margines. Le

systéme continu d’extraction avec centrifugatiateax phases est représenté par la figure 8.
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Les avantages de ce systéeme sont :

Le rendement en huile généré par ce systemiégasement plus élevé que les autres. Le
décanteur a deux phases permet d’obtenir une hafle en polyphénols totaux et en ortho-
diphénols, il est donc plus stable. Ce systemelastrespectueux de I'environnement car il
ne procede pas a l'augmentation du volume d’effllignide (margines).

EEEEETTEEN
|
I

Pétrissage

}

- o

Figure 8 : Systéme continu d’extraction avec centrifugatic? phases

En conclusion, nous pouvons dire que le systémper presse est celui qui permet
'obtention d’'une huile plus riche en polyphénotgauix mais il est le moins stable. Ce
systeme est le plus performant du point de vueliséabxydative et organoleptique (fruité)
des huiles obtenues. Les travaux effectués dadsmaine montrent que parmi les systémes
d’extraction d’huile d'olive employés, celui a deplxases est le plus fiable et le plus efficace.
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2.3. Rendement et qualité des huiles issues desisrsystemes d’extraction

Suivant le systeme d’extraction utilisé, lendement industriel en huile varie. Il est
Iégérement amélioré, passant de 84,5% (systéemee)ras85,5% (décanteur a 3 phases) a

86,1% (décanteur a 2 phases) [18]. thbleau 4 donne le rendement en huile des sous-

produits obtenus avec les différents systémes idietxon d’huile.

Tableau 4: Rendement en huile des sous-produits obtenuslaselifférents systemes

d’extraction [18].

Déterminations Décanteur a 2 Décanteur a 3 Super-presse
phases phases
Rendement(%) 86,1 85,5 84,5
Grignon
Quantité (kg/100kg d’olives) 75,5 57,5 45,5
Humidité (%) 57,3 55,4 35,5
Huile (%) 3,5 3,6 6,8
Margine 3,6 90 75
Volume (L /200kg d’olives) 0,06 1,05 2,4
Huile (kg/100kg d’olives)
Huile totale dans les sous- 2,8 3,1 7,8
produits (kg/100kg d’olives)

Parfois, les facteurs liés aux bonnes prasiqde fabrication ne sont pas respectés.
L’enscourtinage et la décantation peuvent confékerd’huile le goQt « scourtin » et
« margine ». Tous ces facteurs conditionnent dares large mesure la qualité de I'huile

d’olive produite. Le tableau 5 donne les caradigues des huiles obtenues avec les

différents systemes d’extraction d’huile.
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Tableau 5: Caractéristiques des huiles obtenues issuawidesystemes d’extraction d’huile

Ch2 : Huile d’olive

[18].

Déterminations Décanteur a Décanteur a Super-presse

2 phases 3 phases
Acidité (%) 0,5 0,6 0,8
Indice de peroxyde (meqg/kg) 53 5 8,3
Polyphénols totaux (mg/l tyrosol 198 100 183
O-diphénols (mg/l acide caféique) 116 79 105
Stabilité oxydative (jours) 269 146 210
Polyphénols totaux dégradés 20 39,8 25,5
K270 0,17 0,18 0,25
AK 0,01 0,01 0,01

3.4. Classification des huiles d'olive

L’huile d'olive vierge qui doit étre obtenuarmpsimple pression des fruits murs ou par
centrifugation a froid comprend diverses appellaio vierge extra, vierge ou vierge fine,
vierge courante et vierge lampante. Ces diversE&gades qui correspondent & une certaine
gualité sont définies en fonction de l'acidité duiile (elle s’exprime en pourcentage d’acide
gras libre dans I'huile), de son indice de peroxfr@grésentant le nombre de microgrammes
actifs de peroxyde) ainsi que d’autres criteresauies et aussi de qualité organoleptique qui
représente une premiere approche de la qualitéhdielet comprend I'odeur, la couleur et
'aspect a 20°C. Les différentes dénominationséindions des huiles d’olives et des huiles
de grignon d'olive sont représentées dans le talBea
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2.5. Caractéristiques de I'huile d’olive
2.5.1. Caractéres organoleptiques

L’huile dolive est un liquide limpide, transmmt, jaune ou jaune vert, d'odeur
caractéristique, pratiquement insoluble dans I&d|amiscible a I'éther diéthylique et a I'éther

de pétrole [7].

2.5.2. Caractéres physico-chimiques
2.5.2.1. Indice d’'acidité

L’indice d’acidité est un indicateur qui perntéévaluer l'altération de la matiere grasse,
consécutive & de mauvais traitements ou a une nsaucanservation. Il est exprimé en
pourcentage (%) d'acide oléigue et est mesuré gpauantité de potasse nécessaire a la
neutralisation des acides gras libres contenus dangramme de corps gras. Ce critére

conduit a la classification donnée dans le tableau

Tableau 7. Acidité des huiles issues de trois systemes dietibn d’huile [18].

Catégories d'huile d’olive Pourcentage d’acidité %
Vierge Extra <0,8
Vierge <2
Vierge lampante >2
Raffinée <0,3
Grignons d'olive <1,5

2.5.2.2. Indice de peroxyde

L'altération chimique des corps gras provogpée l'oxygene de l'air débute par la
formation d'un peroxyde. La détermination de cdide est basée sur I'oxydation des iodures
en iode par l'oxygéne actif du peroxyde. Les réasulsont exprimés en milliéquivalents
d'oxygene actif par kg de corps gras. La normenatenale recommandée pour les huiles

d'olive [19], fixe le minimum de cet indice a 20 qndoxygéne actif par kg d'huile.
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2.5.2.3. Spectre en lumiere ultra-violette

La spectrophotométrie UV est utilisée pour tErckes composés oxydés dans une huile
d'olive vierge. Cette huile accuse un pic d'absonph 203-208 nm et est transparente au-dela
de 210 nm. Les composes provenant de I'oxydatidingiée présentent des absorptions pour
les radiations de longueur d'onde suivantes:

e 232 nm pour les hydroperoxydes

e 270 nm pour les composés carbonylés

e 260, 268, 280, nm pour les trienes conjugués

La norme commerciale du COI [21] recommande Ifuele d'olive vierge extra présente
un coefficient d’extinction a 270 nm inférieur 20,

Ces trois parametres permettent d'évaluerdeédde dégradation de I'huile d'olive.

2.6. Composition chimique de I'huile d'olive
Comme toutes les huiles végétales, I'huileveéadst composée d'une fraction saponifiable

(triglycérides) et d'une fraction insaponifiabletfgposants mineurs).

2.6.1. Fraction saponifiable

Cette fraction représente 99 % de I'huile @liElle est composée essentiellement de
triglycérides et d'acides gras (AG). La composit@nacides gras et triglycérides de I'huile
d’olive dépend du climat, de la variété, de latlate et du degré de maturité des olives. Le
pourcentage des deux acides gras insaturés magsitke I'huile d’olive sont respectivement
de 55 a 83% et de 3,5 a 21% pour les acides olé&glugoléique [4].

2.6.1.1. Acides gras
Les acides gras appartiennent a la famille deddgiils ont un goQt aigre et une odeur

prononcee. lIs peuvent se présenter a I'état saiwaoinsaturé ou polyinsature.

a) Acides gras saturés

lls représentent 12 a 18 % (selon les prodos}ides lipides totaux de I'huile d'olive.
Exemples : L'acide palmitique (GH (CH,)14— COOH) et I'acide stéarique (GH (CHp)16 —
COOH).
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b) Acides gras monoinsaturés
lls représentent 72% des lipides totaux. Pdesiacides gras monoinsaturés, nous citons

deux exemples :

* L’acide oléique: CH- (CH,)7 - CH = CH - (CH);- COOH
» L’acide palmitoléique: Chl- (CH,)s - CH = CH - (CH); — COOH

c) Acides gras polyinsaturés
lIs constituent 7 a 13 % (selon les praoidms) de la teneur en lipides de I'huile d'olive.

On distingue deux familles selon la place de lanp¢ee double liaison sur la chaine carbonée:

e L’acide linoléique qui est un AGPI composé de 1@as de carbone et qui compte
deux doubles liaisons, dont la premiére en posifiatiou le nom de cette familled6 » :
CH3- (CHy);-CH=CH - CH - CH = CH - (Cf); - COOH

* L'acide o- linolénique qui est un AGPI composé de 18 atomdescarbone et qui
comprend trois doubles liaisons dont la premiérepesition 3 d'ou le nom de cette
famille «x® 3»: CH-CH,-CH=CH-CH-CH=CH-CH-CH =CH - (CH); -
COOH

2.6.2. Composants mineurs
On peut séparer les composants mineurs ddel'ldiolive en tocophérols, phénols,

composeés aromatiques, hydrocarbures et stérols.

2.6.2.1. Tocophérols

L'huile d'olive contient d-tocophérol qui est le tocophérol doté de la plusef activité
vitaminique E, a des teneurs variant de 1,2 a 4B8L0dgg [22]. Sa teneur moyenne dans
'huile d'olive est d'environ 12 a 25 mg/100 g [2&)'autres recherches ont abouti a des
valeurs encore plus élevées, de 24 a 43 mg/10(Qg L[4 tocophérols constituent le groupe
d’antioxydants lipophiles, ils sont remarquablesrdeur protection contre le rancissement de

toutes les huiles végétales.
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2.6.2.2. Composes phénoliques

La classe des phénols regroupe toute une gadensubstances diverses, dont des
composés phénoliques simples comme l'acide vamndllifacide gallique, I'acide coumarique,
I'acide caféique, le tyrosol et I'nydroxytyrosoh Baoyenne, ces phénols simples sont présents
a la concentration de 4,2 mg/100 g dans l'huilévd'vierge extra et de 0,47 mg/100 g dans
I'huile raffinée. Par ailleurs, I'nuile d'olive da@nt des sécoiridoides comme l'oleuropéine et
le ligstroside (respectivement 2,8mg/100g dansléhuerge extra et 0,93 mg/100g dans
I'huile raffinée), ou des molécules plus complezesime des lignanes (4,15 mg/100g dans
I'huile vierge extra et 0,73 mg/100g dans I'huibdfinée) et des flavonoides comme
I'apigénine ou la lutéoline [25]. La teneur de ilen composés phénoliques est fonction de
la variété des olives et de leur maturité au morderia récolte.

2.6.2.3. Composeés aromatiques

La feuille et le fruit de I'olivier sont connp®ur leur résistance naturelle aux microbes et
aux insectes. Kubo et son équipe [26] ont découlane des raisons qui expliquent ce
phénomene, en observant l'activité antimicrobiedes molécules appartenant au vaste
groupe des composés aromatiques. Parmi ces magdigeraient des composés non
cycligues comme I'hexanal, le nonanal, le 1-hexal®B-hexanal, le 2-heptenal ou le 2-
nonenal, ainsi que des hydrocarbures cycliques mehaesquiterpéniques comme le 3-

carene ou le B-farneséne.

2.6.2.4. Hydrocarbures

Le principal hydrocarbure de I'huile d'olive &ssqualéne. Celui- ci apparait dans la voie
de la biosynthese du cholestérol. L'huile d'oliverge extra contient du squaléne a raison
d'environ 400 - 450 mg/100 g; tandis que l'huildigk raffinée en contient 25 % de moins
[25]. Le squaléa présente un effet protecteur a des faibles temp@set a I'obscurité [4].
Outre le squaléne, I'huile d'olive contient ausauttes hydrocarbures : le 3-carotene (une
provitamine A), mais en tres faibles quantités 306;0,36 mg/100 g) [22].

2.6.2.5. Stérols
Les stérols sont des constituants essentislsmdgnbranes cellulaires, on les trouve aussi
bien chez les animaux que dans les végétaux. Bsustérols ont en commun le méme noyau

(noyau stérol) et ils different par leur chaineéitate. Le cholestérol est surtout d'origine
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animale. A présent, il a été identifié plus de #A@tpstérols. Selon les travaux réalisés dans ce
domaine, la quantité totale de stérols dans I'hdibdive vierge extra varie de 113 a 265
mg/100 g [4].

Parmi les facteurs qui influent cette teneiguyrent : la variété des olives et leur degré de

maturité [24]. Dans I'huile d'olive, le principaésol est le 3-sitostérol.

2.6.2.6. Chlorophylles et dérivées

La chlorophylle est présente dans l'huile delisous ses formes dégradées comme la
phéophytine. La composition d’huile d’olive en aldphylle dépend du stade de la maturation
des olives qui diminue continuellement du débutjits la fin de la récolte [4En présence
de la lumiere, la chlorophylle et ces dérivées stwiées d’'un pouvoir photosensibilisateur,
alors qu'a I'obscurité elle possede une activitoaydante [7]. C'est 'une des raisons pour

lesquelles il est conseillé de conserver I'huibtdivce a I'abri de la lumiére.

Selon la norme internationale applicable aulebud'olive et aux huiles de grignons d'olive
[19,20], les constituants chimiques de I'huile tVelvierge peuvent étre subdivisés en deux
catégories : la fraction saponifiable (triglycésdephospholipides, etc.) et la fraction
insaponifiable (stérols, alcools tri-terpéniques;.)e Le tableau 8 indique ces différents

constituants.
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Tableau 8 :Les fractions saponifiable et insaponifiable diife d’olive et de grignon

Ch2 : Huile d’olive

d’olive [27].

Composants Teneurs
1-Acides gras
- Acide myristique <0.05%
- Acide palmitique 7 5’_20 0%
- Acide palmitoléique 0’3_3 5’%
- Acide heptadécanoique <’O 3(’,/0
- Acide héptadéceénoique - 0’3%
- Acige s:éarique 0 5:5 0%
- Acide oléique oA
- Acide linoléique 25502?30&?/0
- Acide linolénique <'1 00/’

. . s 0
- Acide arachidique - 016%
- Acide gadoléique (€icosénoique) - 0’4%
- Ac!de péhéni,q.ue - 0’2%
- Acide lignocérique <0.2%
2-Acides gras trans
-C18:1T <0,05%
-C18:2T+C18:3T <0,05 %
3-Stérols et dialcools triterpéniques

» Desméthylstérols
- Cholestérol <0,5%
- Brassicastérol <0,1%
- Campestérol <4,0%
- Stigmastérol -
- Delta — 7-stigmastérol <0,5%
- Bétasistérol+delta-5-avénostérol+delta-5-23- >93,0%

stigmastadiénol+clérostérol +sistostanol+delta-5-24
stigmastadiénol.

» Stérols Totaux

> Erythrol et uvaol (% des stérols totaux)

4-Cires
- C40+C42+C44+C46

5-Stigmastadienes
6-Acides gras saturés en position 2 dans les trigigrides
somme des acides palmitique et stéarique (% ddesagras

en position 2)

7-Insaponifiable

> 1000 mg/kg
<4,5%

< 250 mg/kg
< 0,5 mg /kg

<1,5%

<15 g/kg
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2.7. Stockage des olives

Le stockage s'impose quand la cadence de récepsibrsupérieure a la capacité de
trituration. Au cours du stockage, les olives ssiig des altérations plus au moins profondes
selon la durée et les conditions. Ces altérations dues a I'activité enzymatique propre a la
matiere elle-méme (lipolyse), mais également ateld@pement microbien durant la période
de stockage. Avec l'allongement de la durée dekatmg on assiste a une augmentation de
l'acidité, de l'indice de peroxyde et a une détation des propriétés organoleptiques de
I'huile. La seule maniéere de limiter |'altératioesdolives est de réduire la durée de stockage
au minimum possible (2 a 5 jours), limiter I'épaissde la couche entre 20 et 30 cm en cas de

stockage en vrac pour permettre I'aération dulidls [

2.8. Conservation de I'huile d’olive
2.8.1. Conditionnement et emballage

L’huile d’olive conservée dans des récipieets plastique ou en verre perd sa qualité
organoleptique durant la période de stockage, @joescelle stockée dans des bouteilles en
zinc ou en fer blanc (inox) qui présente une bamséstance mécanique, est mieux protégée
contre I'oxydation [2].

Par ailleurs, les récipients utilisés pour ¢aservation de I'huile d’olive doivent étre en
bon état, étanches et inertes a I'égard de I'Htilese qui concerne la tolérance de remplissage
des récipients, le volume occupé par le contendenea en aucun cas étre inférieur a 90% de
la capacité du récipient, exception faite aux récifs en fer blanc (inox) d'une capacité égale
ou inférieure a 1 litre et dans lesquels le volwoeupé par le contenu ne devra en aucun cas
étre inférieur a 80% [27].

2.8.2. Conditions de stockage

Les normes imposées par le COIl sont tres pleudies sur le conditionnement des huiles
d'olive car sa fraicheur est une qualité priortair

Bien qu'elle soit plus stable que la plupars tleiles de graines, I'huile d'olive doit étre
conservée dans de bonnes conditions: a l'abri ale dt de la lumiere pour éviter le
rancissement causé par l'oxydation. Cependantd’lse conserve parfaitement entre 15 et
18°C, dans un endroit frais et sombre, ceci grageaatioxydants dont I'huile est dotée.

Lorsque la température descend au-dessous@el'Buile d'olive risque de se figer et

présente un aspect trouble qui est toutefois réaterst non préjudiciable a sa qualité.
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Toutefois, il faut éviter les variations denggératures qui nuisent a son godt. Une fois
ouvertes, les bouteilles doivent étre refermées édiatement aprés chaque usage pour
protéger l'huile de la perte d'arbme et de golsiagque des odeurs extérieures. La

conservation maximale est de deux ans [18].

2.9. Bienfaits de I'huile d’olive
2.9.1. Action de I'huile d’olive sur quelques malaigs et cancers

Les huiles végétales comme I'huile de noixdeo ou I'huile de palme contiennent des
acides aminés saturés, semblables a ceux d'orgitiere comme le beurre par exemple.
L'huile d'olive par contre, riche en acides grasnmmsaturés, est responsable des bienfaits
cardiovasculaires, elle diminue la sécrétion adéd'estomac et I'acide oléique permet aussi
d'améliorer I'absorption intestinale de calciurdesta vitamine 0j7].

Des études realisées en Grece et a Harvard oreamésidence une réduction de plusieurs
types de cancers lors de la consommation d'hulével'tels que : les cancers du sein, du
colon, de I'épidermoides de I'oesophage et de Istats) [28, 29, 30,31], cela grace a sa forte
proportion en AGMI et un taux éleveé d'antioxydants.

Des études épidémiologiques [32] démontrertlg régime méditerranéen, riche en huile
d'olive, est associé a une diminution des valeardadpression artérielle. Le seul facteur
nutritionnel significativement influant sur la déésosseuse est la consommation réguliére
d'huile d'olive [33].

2.9.2. L'huile d'olive lutte contre I'oxydation desLDL

Remplacer les graisses saturées parrdes@s mono- insaturées, réduit le cholestérol
LDL, en réduisant ainsi le risque cardiovasculdiéanmoins, tous les effets bénéfiques de la
consommation d'huile d'olive ne sont pas dus adeawmléique. D'autres composants
secondaires de I'huile d'olive ont des effets hgués sur la santé. Il a été montré que

l'oleuropéine et le tyrosol inhibent I'oxydationvitro des LDL [7].

En conclusion, I'huile d'olive possede deux atansioxydants : l'acide oléique, peu
oxydable, et des antioxydants, surtout les compphkésoliques, potentiellement actifs aux
trés faibles concentrations. Dans I'état actuelaemaissances, on ne sait pas lequel est le
plus actif dans la prévention de I'athérosclérasas il est reconnu que I'acide oléique et les

antioxydants agissent en synergie.
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2.10. Variables externes influencant I'oxydation dé€huile d'olive
2.10.1. Influence de la température et de la conceation en oxygéne

Ce n'est pas facile de différentier les effiedividuels de la température et d’'oxygéne sur
les processus d’oxydation de I'huile d’olive cay’a une grande interaction entre eux.

Joaquin Velasco et al [4] ont expliqué les alightes étapes de I'oxydation de I'huile
d’olive a différentes températures:

. A pression atmosphérique et a température faiblemmaérée, la solubilité de
'oxygéne est élevée, cela a pour conséquence diggn de radicaux hydroperoxyles
(ROO°). Au démarrage de I'étape d'initiation, lacBon entre I'oxygene et les lipides est tres
rapide et les radicaux hydroperoxydes (ROOH) forau#s les produits majoritaires. Sous les
mémes conditions, la vitesse de formation de cdsoperoxydes est plus élevée par rapport a
celle de leur décomposition.

Les composés formés a partir des réactionsiriates sont majoritaires uniqguement au
stade accéléré de l'oxydation, c'est - a - direadfih du temps d’induction, quand la
concentration initiale des substances oxydablesyeame a diminuer.

. L’affinité de I'oxydation a des températures éleyétans les processus de la cuisson
par exemple, est beaucoup plus complexe. Les ogactihermique et oxydative interviennent
simultanément. La température augmente et la divéulde I'oxygéne diminue rapidement et
les réactions d’oxydations sont accélérées. Puisguymession en oxygene est réduite, la
réaction initiale devient alors la plus importargar conséquent la concentration des radicaux
alkyles (R°) diminue, de méme pour celle des radichydroperoxyles (ROQO°) et les
composés polymériques sont formés par I'associat@mradicaux alkyles (R°) et alkoxyls
(RO®). Les radicaux (ROOH) sont pratiquement atsart50C°, cela signifie que la vitesse

de leur décomposition devint plus importante quke cke leur formation.

2.10.2. Influence de la lumiere

Les chlorophylles a et b et leurs produits égrddation phéophytines a et b, sont des
photosensibilisateurs. En présence de la lumi@®,pigments passent de leur état singulet
fondamental a un état singulet excité puis a untéfdet excité métastable. Les pigments ont
alors tendance a revenir a leur état fondamentararsformant I'oxygéne atmosphérique
(0,%) en oxygéne singulet trés réactif,fD Ce dernier réagit directement sur les acides gra
insaturés de I'huile en donnant des hydroperoxyB€¥OH) trés instables qui sont a l'origine

du rancissement [34].
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Le mécanisme réactionnel de lI'oxygene singalc un lipide insaturé est illustré en
figure 9. L'oxygene singulet réagit directement panple addition sur chaque carbone de la
double liaison du lipide pour donner un hydropedsySelon ce mécanisme, le nombre
d'isoméres hydroperoxydes produits a partir d'uidecagras insaturé donné est toujours

double de celui du nombre de double(s) liaisonéssd’acide gras insaturé [35].

Lipide instable

P

Hydroperoxydes
Figure 9 : Réaction de I'oxygene singulet avec un lipideaiioiré

Le bétacarotene, un antioxydant naturel, agiroe protecteur en désactivant I'oxygéene
singulet produit par les chlorophylles en filtrdes longueurs d’'onde actives des radiations

lumineuses et protege ainsi I'’huile contre I'adtioa de I'oxygéne par la lumiere [34].
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La protection contre les effets délétéres itsdpar les radicaux oxygénés s’effectue a
I'aide de trois types d’agents différents : lest@ioes non enzymatiques, Les enzymes tels
que les superoxyde-dismutases et les glutathiomxpdases et enfin les antioxydants
d’origine nutritionnelle tels que les caroténoidéss tocophérols (vitamine E), l'acide
ascorbigue (vitamine C) et les polyphénols qui sdas antioxydants essentiels pour

'hnomme.

3.1. Radicaux libres
3.1.1. Définition

Un radical est une molécule ou un fragmentaauhire qui contient un électron (ou plus)
non apparié. De par sa structure particuliere, teradance a attirer les électrons d'autres
atomes et molécules pour gagner sa stabilité. dIusiéléements peuvent étre a l'origine de
radicaux libres. Les sources des radicaux libres sombreuses, Il existe deux grandes voies
de formation de ces derniers [36] :
- La premiere voie consiste en un transfert d'émd catalysé par les métaux de transition
(Fe, Cu), ils transforment @, en radical hydroxyle (OH°®), encore plus toxiqueaecelérent
la peroxydation lipidique.
- La deuxieme voie se fait au niveau de la sciskimmolytique des liaisons covalentes des
molécules. Cette voie nécessite de I'énergie quirnpoétre fournie par les radiations

ionisantes, par la lumiere, la chaleur et les sittns.

3.1.2. Nature des radicaux libres
3.1.2.1. Especes réactives dérivées de I'oxygenR®

L’oxygene doit sa grande réactivité a sa stmgcparticuliere. En effet, il possede deux
électrons célibataires non appariés sur sa couchiale externe. Cette molécule est

essentielle au bon fonctionnement de I'organisme.

a. lon superoxyde O,°
L’ion superoxyde ©.°) est un dérivé trés réactif de 'oxygene, rekatnent stable, il n’est
pas tres toxique pour I'organisme, mais il esbédine de cascades de réactions conduisant a

la production de molécules treés nocives.
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b. Radical libre hydroxyle : OH®

Le radical libre hydroxyle (OH°) est trés réfacll peut réagir avec de nombreuses
molécules comme I'’ADN, les glucides, les nucléatidies protéines et étre a l'origine de
lésions de nécrose. C’est un dérivé de l'ion supate. Il peut étre produit a la suite de

diverses réactions. Nous en citerons une réactitrea’exemple:

- la réaction de Fenton : elle est basée sur ldyateon des radicaux hydroxyles a partir de la

décomposition du peroxyde d’hydrogene catalyseéelgsisels ferreux.
H,O, + Fé" + H ___ , PBé+ H,0 + HO°
Dans I'oxydation des lipides, la réaction de Fergent s’écrire de la maniéere suivante :
ROOH + F& ____, RO° + OH+ Fé*

c. Oxygéne singulet* O,
Lorsque de I'énergie est apportée a 'oxygeertyi-ci passe a I'état singulet qui représente
la forme activée. C’est une forme trés énergétid@egrande réactivité qui peut oxyder de

nombreuses molécules. Il est formé a partir de lSoperoxyde selon la réaction suivante :
°0-0° —» 1 O, (sous I'action de la lumiére).

3.1.2.2. Especes libres non oxygénées

Les espéeces libres non oxygénées sont lesuipsadies réactions de certaines molécules
avec lesespeces réactives dérivées de I'oxygene (ERO).

lIs peuvent a leur tour réagir avec d'autreslécules et étre a l'origine de la
multiplication des réactions d’oxydation et de tagagation de dommages oxydatifs.

Nous citerons, par exemple, les acides grasxpeés, résultats de I'action des espéeces
oxygénees sur les membranes biologiques.

Les fractions protéiques, les acides amindsstcides nucléigues peuvent aussi réagir

avec les ERO générant des molécules réactivetaso
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3.2. Antioxydants

L'oxydation fait partie d'une réaction d'oxydauction qui transféere des électrons d'une
substance vers un agent oxydant. Cette réaction peduire des radicaux libres qui
entrainent des réactions en chaine destructri@ssahtioxydants sont capables de stopper ou
de retarder ces réactions en chaine en se rédaigantes radicaux libres et annihilant ainsi

leur action. Ces propriétés se trouvent beaucoop s familles des thiols et des phénols.

3.2.1. Définition

Un antioxydant est une molécule qui diminueempéche I'oxydation d'autres substances
chimiques. Il est défini par HALLIWELL [37tomme « toute substance qui, en faible
concentration par rapport au substrat susceptibteedoxydé, prévient ou ralentit I'oxydation
de ce substrat ». C'est une molécule qui est capdél neutraliser les formes actives de
I'oxygéne et permet de maintenir au niveau de laleeet de I'organisme des niveaux non

cytotoxiques de radicaux libres.

3.2.2. Utilisation des antioxydants
 Dans lindustrie chimique: pour éviter le durcieset du caoutchouc ou en
métallurgie pour protéger les métaux de I'oxydation
» Dans l'industrie agro-alimentaire : pour éviterdacissement des corps gras.
» Dans lindustrie teinturerie : pour éviter l'oxyidat des colorants au soufre ou des

colorants de cuve lors de la teinture.

3.2.3. Classification des antioxydants
Les antioxygénes sont classés dans trois ma¢sglifférentes :
1- Les antioxygénes de synthéses
2- Les substances synergiques

3- Les antioxygénes d’origine végétale

3.2.3.1. Antioxygenes de syntheses

Les antioxydants de synthese sont introdusissdoutes les formulations contenant des
corps gras insaturés et parfois aussi dans deeplmpieuses ou se trouvent des extraits
végétaux riches en oxydases. Leur concentratidilistion est généralement dix fois plus

faible que celle des conservateurs et se situe €r@2 et 0,05 %. Ce sont :
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* le butylhydroxytoluéne (BHT)
e le butylhydroxyanisole (BHA)
* les gallates de propyle, octyle et de dodécyle.

Le tableau 9 montre quelques limites d'utilima des antioxydants de synthese.

Tableau 9 Quelques exemples d'utilisation réglementée désxydants de synthese [38].

Nature de I'aliment Antioxydant Concentration maximale (ppm)
Saindoux, graisse de bceuf,| Gallates et BHA seuls 200
de volaille et de mouton, ou en mélange
huile de poisson.

BHT 100
Compléments alimentaires | Gallates, BHT et BHA 400
Soupes et viandes Gallate et BHA seuls ou 200

déshydratées, lait en poudre en mélange

3.2.3.2. Substances synergiques

Ce sont des molécules qui améliorent I'actiencertains antioxydants. Ce qui se traduit

souvent par un accroissement de la période degpiaieparmi eux se trouvent :

Les acides lactique, tartrique et orthophosphorigudeurs sels de sodium, potassium ou

calcium. Leurs propriétés peuvent s'expliquer paefiet chélatant de métaux comme le fer

ou le cuivre, dont on connait bien I'effet pro-oagtia faible dose. Cependant, ce n'est peut-

étre pas la seule explication, car plusieurs depceduits sont d'assez mauvais chélatants

[39]. Le temps en jours, mis pour atteindre un indiceperoxyde de 20 meqg/kg pour un

saindoux stocké a 65 °C en récipients ouvertsaut@dans le tableau 10.
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TableaulO: Effet synergique de I'association de plusieurpandants [39].

Antioxygenes et synergistes (mg/kg de saindoux)
Echelle Palmitate d'ascorbyte atocophérol Lécithine Durée (jours)
Témoin 0 0 0 1
1 250 0 0 4
2 0 50 0 4
3 0 0 700 1
4 250 50 0 17
5 250 50 700 30

3.2.3.3. Antioxygenes d’origine végétale
Les plantes constituent des sources tres iapes d’antioxydants. Les antioxydants
naturels dont I'efficacité est la plus reconnuesabien dans l'industrie agroalimentaire que

pour la santé humaine sont : les tocophérols,desténoides et les polyphénols.

a. Tocophérols

La grande stabilité des huiles végétales, dassconditions d’oxydation, est due a la
présence d’'un taux élevé d’antioxydants naturetd s plus importants sont les tocophérols
qui se présentent sous quatre formes isométriques,. 6 ety. Les tocophérols protegent
contre l'oxydation naturelle des acides gras, ertiqudier les acides gras polyinsaturés
(AGPI). Sebie.K et al [40] ont signalé qu’'une maiécde tocophérol peut protéger 103 a 106
molécules d’AGPI. Son activité anti-oxydante repgms@écipalement sur l'existence du
systeme de réduction tocophérol - tocophérylquind@meeffet, une molécule de tocophérol
peut réduire deux radicaux lipidiques en formarg ommlécule de & tocophérylquinone, en
revanche, deux radicaux tocophéryls peuvent s’&ssentre eux pour former des dimeres qui
peuvent avoir des propriétés antioxydantes.

Certains auteurs ont démontré, en utilisastatelyses statistiques appropriées, que pour
les huiles végétales, il y a une corrélation pesitgntre I tocophérol et I'acide linoléique
(C18:2) et probablement entre fetocophérol et I'acide linolénique (C18:3). Il yume
indépendance complete entre les teneurs en toadphedrles taux des acides gras saturés
(C16:0 et C18:0) et monoinsaturés (C16:1 et C1&1))
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Exemple de tocophérol : la vitamine E

La vitamine E est un antioxydant majeur lipobtdu C’est un composé amphiphile, capable
de s’insérer dans les membranes cellulaires : tgslmouges, cellules endothéliales, cellules
musculaires, neurones (c’est le seul antioxydargygteme nerveux central).
Il existe dans la nature plusieurs dérivés detkmine E a activités différentes-(p-, y-, 0-
tocophérol, tocotriénols, ...). lls sont différencigar les substituants du noyau chromanol
(noyau benzyle associé a un hétérocycle a six nagosubstitués par un hydroxyle et par une
chaine latérale ramifiee saturée s’il s’agit deofeerol ou insaturée s’il s’agit de

tocotriénols). La figure 10 montre la structure desposés a action vitaminique E.

Nom R1 R2 R3
a-tocophérol Me Me Me
B-tocophérol Me H Me
y-tocophérol H Me Me
d-tocophérol H H Me

Figurel0: Structure des composeés a action vitaminique E©gtoérols).

b. Caroténoides

Les caroténoides sont, avec la chlorophylldestanthocyanes, les pigments les plus
répandus dans la nature. A ce jour, plus de 6Qfieravides ont été identifiés, mais seule une
quarantaine est retrouvée régulierement dans Ealiation humaine. Une trentaine de
caroténoides et de leurs métabolites a été idemtifans le plasma et les tissus humains, mais
6 caroténoides sont majoritaires :Bkearoténe, le lycopéne, la lutéine,pfleryptoxanthine,

I'a- Carotene, et la zéaxanthine [41].
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Dans la figure 11 sont données les structessrincipaux caroténoides.
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Figurell: Structure des principaux caroténoides (d’aprées I(BEY, 1998) [42].

Le plus important et le plus connu des camites est Ig-carotéene. Il a longtemps été
étudié pour son activité de provitamine A. Cepehdimus les caroténoides ne peuvent pas
étre convertis en vitamine A. lls intéressent des@n plus les chercheurs pour leur pouvoir
antioxydant que n’a pas la vitamine A.

Les caroténoides peuvent agir en tant quaydiants selon plusieurs mécanismes:

- llIs sont capables de bloquer les chaines deioéactadicalaires, selon les équations
suivantes :

BC + ROO°—— BC°

BC°+02 —» BC-0O0°

BC + ROO°—,  Produits inactifs BCp-carotene

- lIs empéchent l'initiation des réactions radid&s en neutralisant I'oxygéne singulet.
Néanmoins, tous les caroténoides n'ont pas la méifieacité pour inactiver I'oxygéne
singulet. Par ordre décroissant d’efficacité asse : le lycopene, puisfie caroténe et enfin
la lutéine [43].
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c. Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont constitués a@e grandes catégories : Les acides
phénoliques, les flavonoides et les tanins [ld]ne se rencontrent pas dans la nature a I'état
libre mais sous forme d’esters ou plus généralesmu forme d’hétérosides [45].

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés eombreuses classes (tableau 11)
qui se différencient d’abord par la complexitéstuelette de base (allant d’'un simpleaC
des formes trés polymérisées). Ensuite par le degrénodification de ce squelette (degré
d’oxydation, d’hydroxylation et de méthylation, 8tdEnfin par les liaisons possibles de ces

molécules de base avec d’autres molécules (gludigetes, protéines, etc.) [46].

Tableau 11: Les principales classes de composés phénoli@dasgorne et al, 1980) [47]

Squelette Classe Exemple Origine

carboné

Cs Phénols simples Catéchol

Ce-Cy Acides hydroxybenzoiquesp-Hydroxybenzoique Epices, fraise

Ce-Cs Acides Acides caféique, Citrus
hydroxycinnamiques férulique scopolétine, Citrus
Coumarines esculétine

Ce-Cy Naphtoquinones Juglone Noix

Cs-C,-Cs | Stilbénes Resvératrol Vigne

Flavonoides, Flavonols | Kaempférol, quercétine,| Fruits, Iégumes, fleurs
Cs-C3-Cs | Anthocyanes, -Flavanols | pélargonidine, Cyanidine fruits rouges, Pomme,

Flavanones, Catéchine, épicatéchine| raisin Citrus, Soja,
Isoflavonoides Naringénine, Déidzéine | pois
(Ce-C3) 2 | Lignanes pénorésinol Pin
(Ce-C3) n | Lignines Bois, noyau des fruits
(Ci5) n tannins Raisins rouges, kaki

c1. Acides phénoliques
Le terme d’acide-phénol peut s’appliquer asttes composés organiques, possédant au

moins une fonction carboxylique et un hydroxyl pbléque [48].
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Les deux groupes essentiels des acides phéeslisont les acides hydroxybenzoiques et
les acides hydroxycinnamiques. Ces derniers santlélevés des molécules non phénoliques

qui sont respectivement I'acide benzoique (figuteet I'acide cinnamique (figure 13) [49].

o OH =

OH

Figurel?2 : Structure de I'acide benzoique Figurel3 : Structure de I'acide cinnamique

* Acides phénoliques dérivés de I'acide benzoique

Les acides phénoliques er €,, dérivés hydroxylés de I'acide benzoique sont trés
commun aussi bien sous forme libre que combiné&tatId’ester ou d’hétéroside. L’acide
gallique et son dimeére sont les éléments condtitdéas tanins hydrolysables [48]. La figurel4

montre quelques structures de ce type d’acide piogied40].

oO. OH
1
i
BN 3N
R3 zlt R1
R2
Nom R1 R2 R3
Acide benzoique H H H
Acide hydroxy-4- benzoique H OH H
Acide méthoxy-4- benzoique H OCH3 H
Acide protocatéchique OH OH H
Acide gallique OH OH OH
Acide vanillique OCH3 OH H

Figure 14 : Structure des acides phénoliques dérivés delédmenzoique
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» Acides phénoliques dérivés de I'acide cinnamique
La plus part des acides phénoliques enG dérivés de l'acide cinnamique (figurel5s)

comme l'acides p-coumarique, caféique et féruliqne une distribution tres large [45]; les

autres (Ex : acide 2-coumarique) sont peu fréquarssement libres, ou alors sont des

artefacts, ils sont souvent estérifiés [48].

R3
CH Z o
R1

R2
Nom R1 R2 R3
Acide cinnamique H H COOH
Acide p-coumarique H OH COOH
Acide caféique OH OH COOH
Acide Férulique OCH3 OH COOH
Acide Isoférulique | OH OCH3 COOH

Figurel5: Structure des acides phénoliques dérivés dalkacinnamique

c;. Flavonoides

D’aprés Jeremy Paul Edwards [50], les flavdasiconstituent le groupe le plus important
de substances naturelles polyphénoliques de nlitnerdgation, ils se trouvent dans le régne
végétal. Les sources alimentaires principales emtlues jus de fruits, les légumes, les
céreales, le the, le vin et les fruits. Leur suetse compose de deux cycles aromatiques de
carbone formant un noyau benzopyranique (cycles 8)est d’'un noyau benzeénique (cycle
B) (figure 16). Basé sur le nombre, la positionaehature des substituants des deux cycles
aromatiques et sur le degré d’oxydation et de guhish de la position 3 du cycle C, les

flavonoides peuvent étre divisés en six sous-gup&mi ceux-ci nous trouvons :

* Les flavonols (kaempferol, quercetine), qui sonbradants dans les oignons, les
poireaux, le brocoli.
» Les flavones (apigenine, luteoline), qui sont neés dans le persil et le ceéleri.

» Les isoflavones (daidzeine, genisteine), majoatagans les produits issus du soja.
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* Les flavanones (hesperetine, naringenine), qui parnticulierement abondants dans

les agrumes et les tomates.

» Les flavanols ((+)-catechine, (-)-epicatechine,gafjocatechine, epigallocatechine

gallate (EGCG), qui sont retrouvés dans le thé \@ktin rouge, le chocolat.

* Les anthocyanes (pelargonidine, cyanidine, maledidont les sources incluent le vin

rouge et les baies.

Les flavonoides sont des piégeurs efficaces rddicaux libres les plus prooxydants,
particulierement impligués dans la peroxydationdigue. De plus, ils ont une activité
chélatrice des métaux tels que le cuivre et ledfer, a I'état libre, peuvent étre a I'origine de
la production de radicaux libres par les réactidasd-enton et d’Haber-Weiss [51fs sont
des substances liposolubles et hydrosolubles.

8 1
© 7 &\
7/A C\Z 1'._B 4
6 _, 6 5
5 4

Figurel6: Structure de base des flavonoides

Cz. Tannins

On peut indiquer d’'un point de vue général quedeis sont des composeés phénoliques
présents dans la nature sous forme polymérisées RBanvégétaux, il existe en effet deux
types de polymeres phénoliques ayant des propragtéplexes : les tanins et les lignines.
Les tanins sont des polymeres ayant des poids malgzs compris entre 500 et 3000 [52].
lIs peuvent se diviser en deux classes :
» Les pyrogalliques (ou hydrolysables)

» Les catéchiques (ou condensés non hydrolysables).

d. Composés phénoliques des raisins

Le raisin renferme trois dérivés hydroxycinmgues, sous forme d'esters tartriques [53]
(figure 17) : les acides caféoyltartrique (caftag)] p-coumaroyltartrique (coutarique) et
féruloyltartrique (fertarique). La forme naturekst le trans (E) mais les isomeres cis (2),

existent en faible quantité.
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COOH R1
OH
HO—CH
NN
HC—00C R,
COOH
Nom R1 R1
Acide trans-p coumarocyltartrique H H
Acide trans-caféoyltartrique OH H
Acide trans- féruloyltartrique OH OCH3

Figure 17: Structure des acides hydroxycinnamiques du raisin

Les propriétés des pigments, et notammenbddear et la stabilité, sont directement liées
a leur structure. Par exemple, le 3-glucoside dmicypl est plus rouge que le 3-glucoside de
malvidol, particulierement abondant dans le raigjoi est plus violacé. Par ailleurs, la
présence de sucres et leur substitution, en pheticpar des acides hydroxycinamiques,
modifient la nuance et augmentent la stabilité me$ecules anthocyaniques. Les flavanols
existent sous forme doligoméres et de polyméregpelgs tannins condensés ou
proanthocyanidines parce qu'ils libérent des anthpidines par chauffage en milieu acide
(Réaction de Bate-Smith) [53].

Les tannins du pépin sont des procyanidinadjgtiement galloylés, basés sur des unités
catéchine, épicatechine et 3-o-gallate d’épicatexhiées entre elles par des liaisonsGg
ou G4-Cg. Les tannins de pellicule comprennent aussi dedghphinidines et présentent des

proportions de gallates inférieures a ceux desnarde pépins.

51



Etude bibliographique Ch3 : Antioxydants

Les figures 18 et 18 présentent les structures des tannins du raisin.

R3
OH
H O .-
OH
R2
R1
OH
Nom R1 R2 R3
(+) - catechine OH H H
(-) - épicatechine H OH H
(+) - gallocatechine OH H OH
(-) - épigallocatechine H OH OH
Figurel8 : Les monomeéres
Rz
o
HO. o -
OH
j<R2
4 R,
R3
OH
=
HO __—8 | o ,,R o
\ 2
R
oOH
R3 = H : Procyanidols
OH
R3=0OH : Prodelphinidols
R;, R,= H, OH, O-G G: oC OH
OH

Figurel9: Les proanthocyanidols
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e. Composés phénoliques des margines

A l'origine, la margine est un liquide de ceut brune rougeatre, qui se transforme en
margine de couleur noir, d’aspect trouble et d’adeur spécifique d’huile d’olive.

Elle est caractérisée par un pH acide ent?eet,5,9 et une tres grande conductivité
électrique entre 18 et 50 ms.¢fB4]. Sa couleur noir est di & la présence desppéiyols.

La margine peut étre considérée comme un empthargé en matiéres organique et
minérale. Sa composition massique est de 83 a 9d&t,04 a 16% de matieres organiques et
0,4 a 2,5% de sels minéraux [55].

La fraction organique contient 2 a 15 % de posés phénoliques ce qui correspond a une
concentration de 10 g/l [56]. Les margines d’olorg un pouvoir polluant trés important avec
une demande biologique en oxygene (DBO) de 106tg/lhe demande chimique en oxygene
(DCO) de 200 g/l [54]. Ces valeurs sont 200 a 40@ Bupérieures a celles des eaux
municipales.

Les principaux composants des margines sonigides dans le tableau 12.

Tableau 12 :Les principaux composants des margines (Nefza89i1[57].

Composants Pourcentage %
Eau 83,4
-Matieres grasses 0,02- 1,00
- Protéines 1,20- 2,40
- Glucides 2,00 - 8,00
Matiéres organiques- Autres 0,50 - 1,50
(14,8%) - Polyalcools 1,00-1,50
- Pectines, gommes, tanins 0,50 - 1,50
- Glucosides traces
Carbonates 21
- Phosphates 14
Matieres minérales| - Sels potassiques 47
(1,8%) - Sels sodiques 7
- Autres 7

Le fruit d’olive est trés riche en composé®pdliques, mais seulement 2% du contenu
total du fruit passe dans la phase huileuse, akedte se trouve dans la phase liquide
(approximativement 53%) et dans le grignon (résieiti45%) [58].

La composition phénolique des margines a eidié&e dans différent travaux récents [59]

qui ont montré que la composition phénolique et tifférente que celle du fruit d'olive, tel
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que les margines contenant une concentration étélgdroxytyrosol et dialdehydique formé
de décarboxyméthyle oleuropeinglycon.

D’autres chercheurs, tels que Lasage et al, [66t identifié plusieurs composés
phénoliques des margines, en incluant les dériviearss :

» dérivés d’acide cinnamique : acide caféique, apideumarique et acide férulique.

» dérivés d’'acide benzoique : acide protocatechiptgdroxybenzoique, acide gallique

et acide vanillique.

o dérivésp -3,4-dihydroxyphényl éthanol : p-tyrosol et hydytyrosol.

Parmi les composés phénoliques existant dasigmlargines nous citons aussi : acide
syringique, vanilline, acide phénylacétique et chitée.

L’activité anti-oxydante spécifique d’'un extrde margine est de 0,71 AA & 234 nm [61].
Atanassova et al [62] ont trouvé que cette actedtigtres élevée pour les margines issues d’un

systeme a 3 phases comparativement a celle d'ténsgsa 2 phases.

f. Composés phénoliques des feuilles d’olivier

Les feuilles de I'olivier sont persistantes, etbes une moyenne de vie de trois ans. Elles
sont simples, lancéolées, pointues. Sur le ranedi@s, sont opposeées et le pétiole est court.

Les feuilles sont glabres et & bords révolut@sface supérieure est luisante de couleur
vert foncé, tandis que la face inférieure présantaspect argenté dd a une pruine.

Le dessus des feuilles exposé au soleil egegé par une cuticule verte sombre d'une
texture vernissée, imperméable. La face infériestaduveteuse et contréle la sortie des eaux
par un poil qui le coiffe a la maniere d'un parageh moyenne, les feuilles de l'olivier
mesurent de 2 a 8 centimétres de long et de 0,5 éehtimétres de large.

Les feuilles représentent une source naturellelugurs antioxydants qui peuvent avoir
diverses applications dans les secteurs pharmgoeutcosmétique et agroalimentaire. Les
analyses montrent que l'oleuropéine (figure20) lestcomposé majoritaire, elle atteint un
pourcentage de 14,2% de la matiére seche [63hgdrblyse acide de I'extrait des feuilles
produit une concentration élevée en hydroxytyr@2ag d’hydroxytyrosol / 100g de feuilles

fraiches).
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OCH;
Kj\/\ )‘J\/ N
H3C _—
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Figure20: Structure de I'oleuropéine

L'effet antioxydant des extraits phénoliquess dfeuilles d'olivier pour empécher

I'oxydation de I'huile d’olive et celle de tourndsest supérieur a celui du BHT et BHA [64].

3.2.3.4. Contenu en composés phénoliques des oligdedables et activité antioxydante
L’analyse chromatographique des composés (ilgéres contenus dans la pulpe et dans la
saumure des olives révele que [65] :
- Dans la préparation des olives de table verteseul composé phénolique est prépondérant,
tant dans la pulpe des olives que dans la saurhstagit de I’hnydroxytyrosol.
- Dans la préparation des olives de table noineatrg composés phénoliques sont présents en
quantité non négligeable, il s’agit de 'hydroxyagol, de I'acide dihydro-caféique, du tyrosol
et de I'acide phlorétique, encore appelé acidediibyp-coumarique.
Cependant, I'hydroxytyrosol est tout de méme mtjog puisqu’il représente 35% des
composés phénoliques totaux.
- Aprés élaboration, la teneur en composeés phgunesdi des olives noires est 3,66 fois plus
élevée que celle observée pour les olives vertesrewvanche, la teneur en composeés
phénoliques de la saumure des olives noires eStftig plus faible que celle observée dans
la saumure des olives vertes. Ceci indigue quedesposés phénoliques des olives vertes
diffusent plus facilement dans la saumure que ceomtenus dans les olives noires,
vraisemblablement en raison du traitement alcalin.
Le potentiel antioxydant des olives ainsi que de gaumure a été évalué.
- Les olives noires présentent un potentiel antlaxy 2 a 4 fois plus élevé que celui observé
avec les olives vertes. Ce résultat peut s’expliquee la plus forte teneur en composés
phénoliques des olives noires.
- Les saumures des 2 types de préparation d'olprésentent un potentiel antioxydant
similaire.
Quant aux flavonoides, M. Bouaziz [63] a reqoar que le profil flavonoidique montre

une augmentation de la concentration des flavosogiiecosides durant la maturation des
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olives vertes alors que la concentration des flaldes aglycone augmente durant la

maturation des olives noires.

3.3. Mécanismes d’action des antioxydants
Il'y a deux options pour retarder la réactiawxydation [66] :
- Soit intercepter les radicaux libres responsabiela réaction en chaine.
- Soit éviter la décomposition des hydroperoxydkess les radicaux libres.
Ces deux options fournissent la base de deatitn des antioxydants sous forme primaire

ou secondaire selon leur mécanisme d’action.

3.3.1. Antioxydants primairesou distributeurs de chaine

lIs sont caractérisés par la possession degsodihydrogenes faibles a soustraire. Ces
antioxydants jouent le rble d’évacuateurs de radicBes lors gu’ils fonctionnent au stade de
la propagation, leur action est essentiellemerigtige. On notera bien que les antioxydants
primaires sont consommeés au cours de la transfmmadtes phénols, dont I'activité stérique
est réduite, et les amines aromatiques secondaoresdituent les deux classes chimiques les
plus importantes dans cette catégorie. La figuremihtre une stabilisation d’'un radical
hydroperoxyle (ROO°®) par un phénol qui est I'hydryxosol.

ROO° ROOH ROO° ROOH

Figure 21: Stabilisation de radicaux par I'hydroxytyrosol

3.3.2. Antioxydants secondaires

lls fonctionnent au moyen de la décomposities hydroperoxydes en produits inertes, et
évitent ainsi ou ralentissent le taux d'initiatida la chaine. Pour cette raison, on fait parfois
référence aux antioxydants secondaires sous le d@ntioxydants préventifs. Les

antioxydants secondaires sont presque toujourséadiken conjonction avec les antioxydants
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primaires, ils sont connus également sous le n@yetlits synergiques. Les phosphites et les
thioesters constituent les deux types chimiquepllesimportants au sein de cette catégorie.

3.4. Efficacité des antioxydants

Les antioxydants les plus efficaces sont agubont les énergies de liaison les plus faibles
au niveau du groupe donneur d’hydrogene. L'effigades antioxydants phénoliques est due
en particulier a la stabilisation des radicaux mhx@tiques par la délocalisation des électrons
autour du cycle aromatique. L’efficacité d’'un com@ophénolique dépend également du

nombre de fonction OH a hydrogene labile [11].

3.4.1. Evaluation de la capacité antioxydante pares tests in vitro

Les antioxydants peuvent réduire les radicatirnaires par deux meécanismes : par
transfert d’électron singulet ou par transfert dfaé d’hydrogéne. Les méthodes ABTS
Decolorization Assay (ou TEAC) et DPPH jouent sutrbnsfert I'électron singulet, alors que
la méthode ORAC joue sur le transfert d’un atonigydfogene.

Les méthodes ABTS et DPPH sont courammenisésil pour analyser les extraits de
plantes et de fruits. La méthode ORAC est plusntécet est applicable sur quasiment toutes

les matrices (extraits végetaux, aliments, plasanguin, ...).

3.4.1.1. Test TEAC (ou ABTS) Trolox Equivalent Antioxydant Capacity ou test ABT
Decolorization Assay. Ce test est basé sur la d@pdcn antioxydant a stabiliser le radical
cationiqgue ABTS* de coloration bleu-verte en le transformant en ABTi®olore, par

piégeage d'un proton par I'antioxydant.

3.4.1.2. Test ORAC :Oxygen Radical Absorbance Capacity. La méthodebasée sur la

décroissance de la fluorescence de la fluoresegineésence d'un oxydant chimique 'AAPH
(un radical peroxyl libre stable). Le produit atéespeut étre capable de protéger la
fluorescéine et réduire la vitesse de dégradatenadfluorescence. Il possede alors un

pouvoir antioxydant.

3.4.1.3. Test DPPH Cette méthode est basée sur la dégradation doatddPPH®. La
réduction de ce radical par un donneur d’atome émede I'antioxydant a tester AH conduit
a la formation de la 2,2-diphényl-1-picrylhydrazineolore DPPH-H et au radical A°.

DPPH® + AH ———»  DPPH-H + A°
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3.4.2. Effet des antioxydants sur la santé humaine

Lors de la photosynthése, les plantes fabnifjges substances antioxydantes pour se
protéger des effets délétéres des radiations eslaRar conséquent, des vitamines (C, E,
caroténoides) et des enzymes (catalases, perosydase synthétisées. De plus, Ces plantes
élaborent des flavonoides qui préviennent I'oxyatatiCes substances jouent deux réles au
niveau de la plante : celui d’un filtre solaireceui d'un antioxydant vis a vis des radicaux
libres produits par les radiations. Tous ces agtlarts sont directement assimilables par
notre organisme quand on consomme des végétauweyroduits dérivés de ceux ci. I
existe une forte corrélation entre la consommatienégumes et de fruits et une moindre
incidence des maladies cardio-vasculaires et Ieseta. Les antioxydants végétaux ont des
propriétés protectrices en matiére de vaisseaugugas) leurs vertus antivieillissement et
leurs implications probables dans la prévention phologies liées au stress oxydatif. Les
potentiels antioxydants, comparés a celui de lamiite E, les plus élevés pour les fruits et

|égumes sont respectivement ceux de la fraise §1&3'ail (19,4) [67, 68].
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Au cours de ce travail, nous avons d’abordagixtes composés phénoliques a partir des
margines, des feuilles dolivier et des raisinsswte nous avons procedé a l|'étude
comparative de leurs effets antioxydants sur laili&oxydative de I'huile d’olive vierge.
L'effet de ces extraits est comparé aussi a cetuil’acide gallique qui est pris comme

antioxydant de référence.

1. Matériel
Le matériel utilisé au cours de notre étudesisie en : I'huile d’olive vierge, margine

d’olive, feuilles d’olivier et raisin rouge.

1.1. Huile d’olive vierge

L’huile d’olive vierge utilisée lors de la é&ation de notre travail provient d’une huilerie
semi moderne située dans un village d’lfri-Ouzellg a 60km du port de Bejaia. C’est une
huile extraite par premiére pression a froid. Lidges triturées sont de variété « Chamlal ».
Cette huile provient de la compagne oléicole 200802

1.2. Margines
Les margines ayant fait I'objet de notre étpdaviennent d’'une huilerie moderne située a
Boudjima a I'est et a 21 km du chef-lieu de la wéale Tizi-Ouzou. Celles- ci proviennent de

la compagne oléicole 2009/2010. Les olives tritsirgant de varieté «Chamlal ».

1.3. Feuilles d’olivier
Les feuilles d’olivier utilisées dans notreidd proviennent d’un vieil olivier de variété
« Chamlal » planté dans la région de Tizi-Ghenwifllaya de Tizi-Ouzou). Nous les avons

prélevées en Février 2010.
1.4. Raisins

Le raisin utilisé est rouge et est de varié€lglobe provenant d’Argentine. L’année de la
récolte est 2010.
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2. Méthodes

2.1. Extraction

Deux types d’extraction ont été effectués esnotre travail: extraction liquide-liquide et
extraction liquide-solide. L'extraction liquide-liide consiste en la délipidation des margines
et la récupération des composés phénoliques desemllainsi que ceux du jus de raisin.
Tandis que l'extraction liquide-solide est employdans le cas de la récupération des
polyphénols des feuilles dolivier.Toutes ces estitms se font en employant I'éther
diéthyligue comme solvant.

2.1.1. Margines
Avant de procéder a l'extraction des compqd@&mnoliques a partir des margines, il est
nécessaire d’extraire les lipides.

2.1.1.1. Extraction des lipides
L’extraction des lipides est effectuée dane ampoule a décanter. Une prise d’essai de
100ml de margines est mélangée avec 100ml d’hexamegeration est répétée deux fois afin

d’extraire le maximum de lipide. La durée d’uneragtion est de 10mn.

2.1.1.2. Extraction des composés phénoliques

L’extraction des composés phénoliques estifé® dans une autre ampoule a décanter de
capacité 500 ml. Une prise d’essai de 100ml de imesglélipidées est mélangée avec 100ml
de solvant. Le mélange subit ensuite une agitagionie d'une décantation pendant 10mn.
L’'opération d’extraction est répétée quatre foimdée but de récupérer le maximum de
composés phénoliques (le rapport d’extraction digliquide utilisé est 1/4). La phase
organique riche en composés phénoliques subit wapoéation sous vide dans un

évaporateur rotatif a 40°C. La durée d’'une extoactst de 20mn.
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2.1.2. Raisins
2.1.2.1. Prétraitement
Le jus de raisin est obtenu a partir du pneggides baies au mortier et de la trituration de

la pulpe a l'aide d’un extracteur a jus de fruitrdarque SEB.

2.1.2.2. Extraction des composés phénoliques

Une prise d’essai de 100ml de jus de raidis@smise a I'extraction dont le principe est le
méme que celui suivi dans le cas des margines.xdmgge d’extraction liquide-liquide est
donné par le schéma représenté par la figure22.

\ ()
n { phase supérieure :
" bouchon mainten ( contient 'espéce X dans

\ / lamain 0 salvant extracteur,

\ ¥ e
solvant extracteur \ phaze Inféricure !
contient Fespeéce Y
dans l'eau

AMpoute 3 décanter [
contenant le mélange aqueux: |\
epéces ).t o \.’ dans l'eau, b

Figure 22 : Schéma donnant un exemple d’extraction liquidaitig

2.1.3. Feuilles d’olivier
2.1.3.1. Prétraitement
Pour faciliter I'extraction des composeés phigues a partir des feuilles d’olivier, deux
opérations de prétraitement de ce matériel orefg@étuées : séchage et broyage.
» Séchage : Le séchage des feuilles d'olivier escafé dans une étuve portée a une
température voisine de 40°C. L’humidité de ceslliesiest 55%.
* Broyage : les feuilles séchées sont ensuite bray&agle d’'un broyeur électrique

a couteau (Moulinex).
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2.1.3.2. Extraction des composés phénoliques

30g de farine de feuilles d'olivier sont mé&jés avec 120ml de solvant, soit un rapport
solide-liquide de 1/4. Ce mélange est placé dankéesher de volume 250ml sous agitation
magnétique pendant 5mn. Une filtration sous videngé de récupérer le solvant riche en
polyphénols. Ce solvant est chassé ensuite paéuagoration dans un évaporateur rotatif

sous vide a 40C°. Ce procedé est décrit par lensahi®nné par la figure 23.

papier-filtre

C— ":/
entonnoir ——o\N\ﬂ/ ¢

: «— Support

5 N
i/'

| | ~—erlenmeyer <
() 7]
\-,-_,_ - Namm———

Feuilles
d'olivier

bécher ——

dans un mortie

[ broyage

macération dans
r I'éther diéthylique [e

filtration
t recueil du filtra

J

Figure 23 : Schéma donnant un exemple d’extraction solidedigu

2.2. Analyses
2.2.1. Dosage des composés phénoliques

La concentration en composés phénoliques @strdinée en utilisant le réactif de Folin
Ciocalteu. Ce dernier est constitué d’acide phosptgbdique et d’acide phosphorique qui
seront réduits par les composés phénoligues poomedoune coloration bleue, et ceci en
milieu alcalin. L'intensité de cette coloration détectement proportionnellea la concentration
des polyphénols dans la solution.

La courbe d’étalonnage, ainsi que les valaliehsorbance a 750nm obtenues par
spectrophotométrie (UV-visible) des solutions aségs, nous permettent de déterminer leur

teneur en composés phénoliques. (Annexe 1)
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2.2.2. Acidité

L’acidité est le pourcentage d'acides grageBbcontenus dans un corps gras, par
convention, elle s’exprime en pourcentage d’aciéajae pour les huiles d'olive.

L’indice d’'acide représente le nombre de wuidimme d’hydroxyde de potassium
nécessaire pour neutraliser les acides gras ldanes 1g de corps gras. Il est exprimé en mg/g.

La détermination de I'acidité des huiles aeffectuée conformément a la norme AFNOR
NF T60-204 de Décembre 1985 dont le principe estiieant :

On met en solution une prise d'essai dans wlamge de solvant (éthanol/éther
diéthylique), puis en titre les acides gras présent’aide d’'une solution d’hydroxyde de
potassium en présence de la phénolphtaléine comatiwteur coloré (Annexe 2).

Le principe de la détermination de l'aciditéirge huile consiste en un dosage acido-

basique correspondant a la neutralisation dortHérea réactionnel est le suivant :

RCOOH + KOH — RCOOK + D
(Acide gras) (Base) (Savon) (Eau)

Expression des résultats :

NXxV X 282,5X
mx1000

Acidité (%) = 100

m : Masse de la prise d’essai en gramme ;
N : Normalité de la solution d’hydroxyde de potassien eq.g/l;
V : Volume de titrage en ml ;

282.5g/mol : Masse molaire de I'acide oléique.

2.2.3. Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde d’'un corps gras représdatnombre de microgramme d’oxygene
actif présent dans 1g de matiére grasse. L'oxygetieest I'oxygéne existant sous forme de
peroxyde, d’hydroperoxyde ou d'époxyde dans uneiamatgrasse. Il est déterminé
conformément a la norme AFNOR NF T60-220 de déceni®68 dont le principe est le
suivant :

Une prise d’essai est mise en solution danmélange d’acide acétique et de chloroforme,
traitée ensuite par une solution d’iodure de patassOn titre I'iode libéré par une solution
de thiosulfate de sodium en présence d’empois dam(indicateur coloré) (Annexe 3).
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En présence de I'oxygéne de l'air, les acigess insaturés s’oxydent en donnant les

peroxydes selon la réaction suivante :

R-CH=CH-R' + Q@ — I|?-GH(|3H-R’

(Acide gras insature) —0 (Peroxyde)

Sur une molécule de peroxyde, une moléculeygene est fixée. Sur les deux atomes
d'oxygéne fixés, un seul est actif et est capabtxydler les iodures selon la réaction

suivante :

R-CH-CH- R’ +2KI + 2CHCOOH ——> R-CH-CH-R’+2C#€OO0OK +H0 + |

|
0—0 O

Expression des résultats:

(V- V,)x Nx8000
P

IP (ng/g) =

Vo : Volume de la solution de thiosulfate de sodiitisé pour I'essai a blanc en ml ;
V : Volume de la solution de thiosulfate de sodiutitisé pour la prise d’essai en ml ;
N : Normalité de la solution de thiosulfate de smdli;

P : Masse de la prise d’essai en gramme.

Dans le cas ou P= 2g, l'indice de peroxyde IP p&us s’exprimer de trois fagons :
e IP=(V-Vp) x2,5 en millimoles/kg ;
* IP=(V-Vj) x5 en milliéquivalents/kg ;

o IP=(V-Vp) x40 en microgrammes/g.

2.2.4. Indice d’iode

L’indice d’iode est la masse d’iode en grammgeessaire pour saturer les doubles liaisons
contenues dans 100g de matiére grasse. Il estrdgéeselon la méthode décrite par Thyrsine
en 1980 (Annexe 4). Cette méthode est utilisée pdéterminer quantitativement
I'insaturation globale de I'huile d’'olive.
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Quelque soit le réactif halogéné utilisé, lie@pe est le méme. Les liaisons éthyliques, en
particulier celles des acides gras, fixent les ¢iahe@s. L'iode se fixe sur les insaturations des
chaines grasses en les saturant selon la réadiiange :

R-CH=CH-R* + } _— R-CH-CH-R’

Le corps gras dissous dans l'alcool éthyliest additionné d'une quantité d’iode
alcoolique. L'excés d’'iode non fixé est titré pareusolution réductrice (thiosulfate). L'iode

fixé par le corps gras est déterminé selon la i@asuivante :

2NS0; + b S 2Nal + 306

Expression des résultats :

(Vo -V) X 0,01269

Il (g/100g)= s

100

Vo : Volume de thiosulfate de sodium utilisé pous$ai a blanc en ml ;
V : Volume de thiosulfate de sodium utilisé poupfée d’'essai ;

P : Poids de la prise d’essai ;

0,01269 : Nombre de gramme d’iode correspondantlaé thiosulfate.

2.2.5. Absorbance aux rayonnements ultraviolets.

On dissout la matiere grasse étudiee dansherg requis (hexane), puis on détermine
'extinction de la solution a la longueur d’ondeegerite, par rapport au solvant pur. Les
extinctions spécifiques sont déterminées a pagtrldctures spectrophotométriques (Annexe
5). La loi de Beer Lambert précise que, pour urpgatonné en solution a une longueur
d’'onde A, I'absorption A est proportionnelle a I'épaissale la couche liquide traversée
(I'épaisseur "I" de la cuve) par le faisceau lunixet a la concentration C du corps dans la

solution.

Ap=&1.C

Avec : A () : 'absorbance a la longueur d’onile

C : la concentration, en grammes par 100 ml, dznéatillon.

67



Etude expérimentale Matériel et méthodes

| : longueur de la cuve.

g . coefficient d’extinction molaire.

En vue de déterminer la variation de ['exfioict spécifigue AK), on mesure les
absorbances de I'échantillon d’huile d'olive auxdaeurs d'onde 264 nm et 274 nm. Les
valeurs d’extinctions spécifiques a 232 nm et 270et leAK sont calculées selon la formule
suivante :

1

E (K 261 T K 274)

AK =K 270 ~
K232 : extinction spécifique &= 232 nm
K270 : extinction spécifique &= 270 nm
K264 : extinction spécifique &= 264 nm

K274 : extinction spécifique &= 274 nm

3. Préparation des échantillons d’huile d'olive
Afin d’étudier I'influence des composés phéngués extraits a partie des feuilles d'olivier,
des margines et des raisins sur la stabilité oxyelate I'huile d’olive vierge, quatre séries
d’échantillons notées A, B, C et R d'une méme hdi@ive vierge ont été utilisées au cours
de cette étude.
Les trois premieres séries (A, B, C) compdrtemacune cinq échantillons de 160ml
d’huile, tandis que la série R comporte deux éthams de 160ml d’huile.
Ces échantillons d’huile d'olive vierge soépartis comme suit :
» Série A: contenant cing échantillons de conceptmatdifférentes en composés
phénoliques des margines.
» Série B : contenant cing échantillons de concdotratdifférentes en composés
phénoligues des raisins.
» Série C: contenant cing échantillons de conceatraitdifférentes en composés
phénoliques des feuilles d’olivier.
» Série R: contenant deux échantillons de concéotsatdifférentes en acide
gallique notés AG.
» Echantillon témoin (T) : huile d'olive vierge saagcun additif.
Les 18 échantillons sont entreposés dansturne gortée a 40C° dans des flacons en verre
opaque de capacité 160ml pendant 60 jours.
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Le tableau 13 donne la répartition des échamsi d’huile d'olive selon le type et la

concentration d’antioxydants ajoutés.

Tableau 13 :Répartition des échantillons de I'huile d’olive

Séries| Concentration Qualité d’antioxydant ajoutée dans I'huile
(ppm)
. Al (100ppm) | 160ml d’huile+100ppm d’extrait phénolique des maegi
< A2 (200ppm) | 160ml d’huile+200ppm d’extrait phénolique des maegi
2 A3 (300ppm) | 160ml d’huile+300ppm d’extrait phénolique des maegi
3 A4 (400ppm) | 160ml d’huile+400ppm d’extrait phénolique des maegi
A5 (500ppm) | 160ml d’huile+500ppm d’extrait phénolique des maegi
- B1 (100ppm) | 160ml d’huile+100ppm d’extrait phénolique des nassi
a B2 (200ppm) | 160ml d’huile+200ppm d’extrait phénolique des nagsi
2 B3 (300ppm) | 160ml d’huile+300ppm d’extrait phénolique des nassi
3 B4 (400ppm) | 160ml d’huile+400ppm d’extrait phénolique des nassi
B5 (500ppm) | 160ml d’huile+500ppm d’extrait phénolique des nassi
- C1 (100ppm) | 160ml d’huile+100ppm d’extrait phénolique de feeslld’olivier
e C2 (200ppm) | 160ml d’huile+200ppm d’extrait phénolique de feeslld’olivier
2 C3 (300ppm) | 160ml d’huile+300ppm d’extrait phénolique de feeslld’olivier
3 C4 (400ppm) | 160ml d’huile+400ppm d’extrait phénolique de feeslld’olivier
C5 (500ppm) | 160ml d’huile+500ppm d’extrait phénolique de feeslld’olivier
% AG (100ppm) | 160ml d’huile+100ppm d’acide gallique
5 AG (200ppm) | 160ml d’huile+200ppm d’acide gallique
n
= .
g T (Oppm) 160ml d’huile
N
|_

Au total, nous disposons de 18 échantillonsés a 40C° et a I'obscurité. L’évolution de
'autooxydation a été suivie dans le temps par Esume des indices de peroxyde et des
absorbances a 232nm et a 270nm. Le degré d'iasiatura été révélé par la mesure de
I'indice d’iode. On a aussi suivi I'évolution deatidité.

Ces difféerentes analyses ont lieu tous le @@ et ceci pendant une durée de deux mois.
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Les graisses et huiles alimentaires ont tendancbdr une détérioration oxydative
entrainant le développement d’'un godt et d'une pdésagréables. La prévention de cette
oxydation dépend essentiellement de la présennhbildiieurs naturels que sont les composés
phénoliques.

Ces composeés phénoliques sont présents darsuidss d’olivier et dans les margines,
lesquels constituent pour le premier un déchetisadit pour le deuxiéme un résidu liquide.
Ces antioxydants sont aussi présents dans leagasidans d’autres fruits et plantes telles
gue : pommes, poires, romarin, etc. Ces composémofiues méritent une attention
particuliere par leur valorisation en tant qu’artidant naturel des huiles.

C’est dans ce contexte que nous avons entréprigire des essais de mise en évidence du
pouvoir antioxydant de ces composés phénoliquesepemt des feuilles d'olivier, des
margines et des raisins sur I'huile d'olive & diffiétes conditions de durée et de température
de stockage. L'effet de ces antioxydants est coénparelui de I'acide gallique utilisé comme

antioxydant de référence.

1. Teneur en composés phénoliques

Les composés phénoliques ont été extraitsta das feuilles d’olivier, margines et raisins
a l'aide de I'éther diethylique. Les rapports lidei solide et liquide-liquide utilisés sont
eégaux a 4. Ces rapports sont les mémes que cdlise ytar Moussaoui et al [69] dans
I'extraction des polyphénols a partir des margitietive.

Avant de procéder a la détermination de lauera ces composés phénoliques, nous avons
établi la courbe d’étalonnage en utilisant I'aciiddlique comme composé de référence. Cette

courbe est donnée dans la figure 24.
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Densité optique a 750 nm

y = 3,7051x
R2 = 0,9855

0,3 0,4

Concentration d'acide gallique (g/l)

0,5

Figure 24 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des composéslhées

Les teneurs en composés phénoliques déeed’olivier, margines et raisins sont

consignées dans le tableau 14.

Tableau 14 :Teneur en composés phénoliques des trois substanmhées

Matrice

Feuilles d’olivier

Margine

Raisins

Teneur en CP (g/l)

2,14

0,86

0,35

D’aprés ces resultats, la teneur la plus importamecomposés phénoliques est celle

correspondante aux feuilles d’olivier. Elle est 9% plus grande que celle des margines.

Quant aux raisins, leur teneur en polyphénolsaeglus faible.
Ces teneurs en composés phénoligues obtenpadiades feuilles d’olivier, margines et

raisins sont beaucoup plus importantes que ceissmhrgines étudiées par Moussaoui et al.

[69]. Ces valeurs sont aussi plus élevées quesceliéenues par Unal [70] dans le cas de
I'extraction des polyphénols totaux a partir deggimes provenant d’une huilerie moderne
d’'lzmir (MAROC) a l'aide de deux types de solvant&ther diéthylique et I'acétate d’éthyle

avec un rapport liquide-solide égal a 4.
Par ailleurs, les teneurs en composés phéredigles margines et des feuilles d’olivier

obtenues dans le cas de notre étude sont beautmifaible que celles correspondant au
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résultat du travail effectué par D.Almi [71] quirgal6,78g/kg pour les feuilles d’olivier et
2,63g/kg pour les margines. Ces dernieres provigraigne huilerie moderne.

La composition phénolique des margines dépendseulement de la variété, de la maturité
du fruit et des conditions climatiques mais augs @grocédés technologiques utilisés pour

séparer la phase aqueuse (margines) de la phdsedeui

2. Analyses chimiques
2.1. Acidité

Les valeurs des acidités des 18 échantill@it®$ par les composés antioxydants extraits a
partir des feuilles d’olivier, des margines et dasins a differentes concentrations (allant de
100 a 500ppm) et en fonction de la durée de stacksgnt données dans le tableau 15 et
illustrées par la figure 25.

Tableaul5s :Evolution de I'acidité des échantillons d’huile i@ en fonction de la durée de
stockage et de la concentration en extraits phgumed.

Séries| Concentration Durée de stockggars)
(PPm) g 10 20 30 40 50 60
Al (100) 3,46 | 3,58 3,67 3,88 3,74 3,74 3,88
A2 (200) 3,46 | 3,55 3,80 3,67 3,78 3,74 3,88
:% o A3 (300) 3,46 | 3,58 3,67 3,64 3,76 3,77 3,88
n = | A4 (400) 3,46 | 3,58 3,64 3,65 3,74 3,78 3,88
A5 (500) 3,46 | 3,55 3,61 3,74 3,71 3,74 3,89
B1 (100) 3,46 | 3,56 3,65 3,99 3,78 3,95 3,88
B2 (200) 3,46 |3,54 3,69 3,81 3,74 3,95 3,92
:% = | B3 (300) 3,46 | 3,57 3,65 3,88 3,74 3,74 3,88
n = | B4 (400) 3,46 | 3,53 3,64 3,91 3,78 3,74 3,88
B5 (500) 3,46 | 3,53 3,64 3,86 3,76 3,76 3,88
C1 (100) 3,46 | 3,88 3,84 3,95 3,81 4,09 3,95
C2 (200) 3,46 | 3,60 3,95 3,64 3,81 3,81 3,99
:% o C3 (300) 3,46 | 3,57 3,67 3,64 3,81 3,78 3,77
n ~— | C4 (400) 3,46 | 3,67 3,71 3,67 3,82 3,82 3,85
C5 (500) 3,46 | 3,56 3,67 3,67 3,84 3,82 3,82
o | AG (100) 3,46 | 3,49 3,75 3,73 3,67 4,20 3,91
% x | AG (200) 3,46 | 3,62 3,83 3,88 3,83 3,84 3,99
=
g T (0) 3,46 | 3,49 3,70 3,84 3,66 3,78 3,95
NO)
|_
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Figure25: Evolution de I'acidité des échantillons d’huile femction de la durée de stockage
et de la concentration en composés phénoliques.

On remarque que l'acidité initiale de nos étilans qui est de 3,46% est élevée et
dépasse les limites établies par le COIl (2003)squgituent entre 1 et 3,3%. Cela peut étre da
a la récolte tardive des olives et leur stockagedpnt une longue durée a cause de la
cadence de réception qui est inférieure a la ctapate trituration (compagne oléicole
2009/2010), la dégradation sera d’autant plus daoéemue le stockage sera long (plus de 48
heures) et effectué dans de mauvaises conditie@ts.ptovoque des échauffements des olives
et déclenche le processus de fermentation en adugntde taux d’acidité. Les acides gras
libres résultent de l'action des lipases sur léglytérides, ou de toute autre activité
hydrolytique de ces triglycérides pouvant se predavant, pendant ou apres la trituration des
olives [72]. Cependant, un niveau élevé d'acidigditpétre également attribué a I'état de
maturité avancé du fruit, Dugo et al [73] ont mérgue la récolte précoce produit des huiles
dont I'acidité est inférieure a 1%.

D’aprés D. Boscou [74], des facteurs affectdétavorablement la qualité d'une huile
d'olive peuvent étre présents méme aux premicagegt par exemple, pendant la formation
de I'nuile dans le fruit. Des anomalies pendamriicessus de la biosynthese, des activités

microbiennes et des conditions ambiantes sont gdiges a la formation de I'huile a une

acidité élevée.
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D’aprés les résultats consignés dans le tablda et reportés dans la figure 25, nous
remarguons que toutes les valeurs d’acidité exmsnen (% d’acide oléique) oscillent entre
3,46 et 3,89% pour les échantillons de la sérieniie 3,46 et 3,99% pour les échantillons de
la série B et entre 3,46 et 4,09% pour ceux déidie €. Tandis que celles du témoin varient
entre 3,46 et 3,95%. Les valeurs de l'acidité ddsagtillons d’huile d’olive auxquels est
additionné l'acide galligue aux concentrations 60 &t 200ppm sont situées respectivement
entre deux intervalles qui sont : 3,46 - 4,20% ,463 3,99%, ces valeurs semblent les plus
élevées a cause de la fonction acide de I'antiaxtyeéaployé pour ces échantillons. Cette
variation d’acidité (augmentation) est légere ptautes les séries d’échantillons d’huile
utilisée. Dans tous les cas, I'acidité de I'huiteadéée ne varie pas de maniére significative
avec I'ajout des antioxydants. Ces résultats snrdaceord avec ceux obtenus par N.Denisse
[75] qui a trouvé que l'acidité des huiles de taswl, noix et soja auxquelles sont additionnés
80 ppm et 160 ppm d’extrait phénolique des margdeseure constante pendant une durée
de stockage de 22 jours a 60°C. Cette tendancé aegtarquée par S.Fodil [76] lors de
I'étude de l'effet dup caroténe et de la vitamine E sur la stabilité atiye de trois types
d’huiles d’olives vierge.
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2.2. Indice de peroxyde

Les valeurs de l'indice de peroxyde des difféeredbkantillons d’huile ayant fait I'objet de

notre étude sont données dans le tableau 16 etésmur la figure 26.

Tableaul6 :Evolution de I'indice de peroxyde des échantillditsuile d’olive en fonction de
la durée de stockage et de la concentration eniexphénoliques.

Séries| Concentration Durée de stockage (jours)
(Ppm) 0 10 20 30 40| 50| 60
Al (100) 23,46 | 22,95 |31,85 |37,00 |40,00 |42,60 |43,15
o A2 (200) 23,46 | 23,50 |31,44 |36,75 |38,40 |43,35 |43,00
5 | A3(300) 23,46 | 22,82 |33,33 |36,50 |38,00|42,25 |43,00
0~ | A4 (400) 23,46 | 23,86 |33,78 |36,45 |37,75 |42,00 | 43,25
A5 (500) 23,46 | 23,88 |29,20 |36,25 |37,85 (41,75 |41,00
B1 (100) 23,46 | 22,27 |32,42 |35,00 |36,00 | 39,75 |43,50
B2 (200) 23,46 | 20,73 | 32,63 |36,25 |37,40 |40,90 | 43,55
:% = | B3 (300) 23,46 | 21,67 |33,53 |36,75 |37,00 | 39,25 |43,75
n = | B4 (400) 23,46 | 22,75 |34,25 |36,35 |37,05 (40,50 |45,90
B5 (500) 23,46 | 21,59 |32,80 |36,25 |36,20 |39,40 |39,60
C1 (100) 23,46 | 26,00 |31,50 |35,10 |35,00 |39,00 |38,75
C2 (200) 23,46 | 27,75 |29,15 |31,25 |35,00 |38,00 | 39,60
:% o C3 (300) 23,46 | 28,75 |34,50 |3550 |40,50 |46,75 |42,25
n = | C4 (400) 23,46 | 26,90 |31,00 |33,50 |38,50 |42,25 |40,50
C5 (500) 23,46 | 27,30 |32,35 |32,15 |34,20 | 42,00 | 39,40
o | AG (100) 23,46 | 21,11 | 27,00 |2590 |27,40 |26,75 |27,90
% @ | AG (200) 23,46 | 20,94 | 24,50 |24,40 |26,60 | 24,00 | 26,50
=
g T (0) 23,46 | 25,62 |34,00 |32,50 |39,40 |43,50 |44,60
NO)
|_
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Figure26 : Evolution des indices de peroxyde (meq/kg) desudtilfons d’huile en fonction
de la durée de stockage et de la concentratioompasés phénoliques.

L'oxydation de I'huile d'olive commence aprée des olives soient cueillies de l'arbre, et
continue pendant le stockage des fruits et leutetreent. Les premiers produits formés par
'attaque de I'oxygéne, activée sur les doublesdias des chaines d’acides gras, sont des
composés peroxydés instables, et des hydroperoxdaiasla structure va dépendre de la
nature des acides gras attaqués (acides monaj-doy polyinsatués).

La détermination de l'indice de peroxyde esnkthode la plus appropriée pour la mesure
de ces composés peroxydés.

L’analyse des résultats du tableau 16 reptésesur la figure 26 montre une évolution de
I'indice de peroxyde de toutes les séries d’écHang ainsi que celui du témoin en fonction
de la durée de stockage.

La valeur initiale de l'indice de peroxyde Béchantillon d’huile témoin est de 23,46
meq/kg. Aprés 60 jours de stockage, celle-ci dtteire valeur de 44,6 meqg/kg. Les autres
échantillons d’huile auxquels sont additionnés desraits phénoliques utilisés lors de ce
travail semblent mieux protégés que le témoin eohtixydation. Les valeurs des indices de
peroxyde obtenus aprés une durée de stockage jder8Gont : 41,0 meqg/kg, 39,6 meqg/kg et
39,6meq/kg respectivement pour les échantillons B&,et C2. Elles correspondent a des
valeurs optimales pour la protection de I'huileliVe de I'oxydation. Les résultats obtenus
avec les composés phénoliques des margines etdesuwaisins sont conformes aux résultats
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obtenus par L. Machlin [77] ainsi que ceux de MIdRdi et al [78] qui ont trouvé que la
stabilité des huiles est bien corrélée avec laueer phénols totaux et a la présence d’un taux
élevé d’antioxydants naturels, dont les plus ingu sont les tocophérols. Tandis que les
résultats trouvés avec l'incorporation des compga@mnoliques des feuilles d'olivier sont
optimum avec I'échantillon C2 (200ppm), cela esaeoord avec les résultats de F. Pirisi et al
[79] qui ont montré que la stabilité a I'oxydatio@yaluée par le test de Swift avec le
Rancimat, ne serait pas corrélée avec la tenewomposés phénoligues. De méme pour
Cillard et al [80] qui trouvent que les conceritnas croissantes en antioxygene ajouté dans
le milieu pourraient étre responsables d’un effebpydant, comme cela a été démontré pour
I’ a-tocophérol. En effet, si la concentration de lenfe radicalaire de I'antioxydant produite
par oxydation augmente beaucoup, celle-ci peubs®orter en initiateur de la peroxydation
lipidique selon la réaction proposée par H. Chinalg5]:

ROO° + ArOH =————= ROOH + ArO° (ArOMntioxydant)
ArO°+ RH 5 ArOH+R°

L’étude de I'effet des extraits phénoliques truilles et des fruits de l'olivier réalisée par
Hartzalah et al [64] sur la stabilité oxydativetdss échantillons d’huile d’olive de variétés
différentes en fonction du temps et a la tempéeatier 80°C a montré la méme tendance que
celle que nous avons observé. La meilleure stabditydative obtenue par ces auteurs
correspond dans tous les cas a une concentratidg@Gppm en extraits phénoliques. A partir
du quatrieme jour de stockage, I'indice de peroxglds trois échantillons d’huile d’olive
augmente fortement en fonction du temps. Cette antation est beaucoup plus importante
gue celle obtenue au cours de notre étude.

A 10 jours de stockage, la figure 26 nous indigue les échantillons d’huiles d’olive
auxquels sont rajoutés les composeés phénoliquetedidies d'olivier présentent les valeurs
de I'indice de peroxyde les plus élevées, celalégirobablement a la dissolution incomplete
de la chlorophylle que contient les feuilles d'@iv Au-dela de cette période, ces composés
phénoligues semblent exercer une meilleure actiait@oxydante. Ces résultats sont en
accords avec ceux obtenus par I.Ben Tekaya et Mddas [34] qui ont trouvé un effet pro-
oxydant des chlorophylles a la lumiere mais aniaxt a I'obscurité, en présence d’autres

composeés tel que fecarotene.
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Cette meilleure activité antioxydante peut&ussi due a la composition de la graine
d’olive riche en I'oleuropéine, ce dernier est ausscomposé phénolique principal et
majoritaire des feuilles d'olivier [81], ainsi qusa structure chimique présentant deux
fonctions phénols en position ortho. Ces résuttaig conformes a ceux obtenus par H. Chimi
et al [5] qui ont démontré que si I'antioxydantigé est un phénol stériguement encombreé ou
un para ou ortho- diphénol, le radical ArO° issu l@dmtioxydant ne participe pas a la
propagation de la réaction en chaine, ces radisawecombinent alors trés rapidement entre
eux pour donner des quinones et I'ortho- diphémotiépart (produits non radicalaires) selon

le mécanisme suivant :

°Q HQ o)

Nous remarquons que les échantillons d’huitdive auxquels est incorporé I'antioxydant
de synthese (acide gallique) sont les moins persy@vec des valeurs de lindice de
peroxyde a la fin de la durée de conservation (G0s) égales a 27,90 meg/kg et 26,50
meqg/kg respectivement pour les concentrations 1f0gp200ppm. Ces résultats peuvent étre
expligués par l'effet synergique et par la stroetde I'acide gallique qui a trois fonctions
phénols pouvant par ailleurs céder trois hydrogemes radicaux peroxyles (RO°) et aux
radicaux hydroperoxyles (ROO°). Par conséquentesii susceptible de stabiliser trois
fonctions radicalaires.

En conclusion, nous pouvons dire que l'indicgpdexyde représente un des paramétres de
qualité de I'huile d’olive, mais ne peut étre uizateur de la stabilité oxydative de I'huile.
Ces résultats concordent avec ceux de Kiritsakid 2] qui ont étudié trois échantillons de
différentes huiles d’olive et qui ont trouvé quldile qui présentait une valeur initiale de
peroxydes la plus basse était moins stable quaukess.
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2.3. Indice d’'iode

La détermination de l'indice d'iode permet dgadminer le degré d’insaturation global des
huiles. Le tableau 17 et les figures 27, 28, 293@tnous renseignent sur le degré
d’insaturation des 4 séries d’huile étudiée, ajjs celui du témoin.

Tableau 17:Evolution de I'indice d’iode des échantillons d’'leud’olive en fonction de la
durée de stockage et de la concentration en expaénoliques.

Séries Concentration Durée de stockggars)
(ppm) 0 10 20 30 40 50 60
Al (100) 98,98 | 80,75 | 79,95 | 76,14 | 72,73 | 79,94 | 85,02
A2 (200) 98,98 | 78,44 | 81,90 | 78,68 | 78,68 | 82,48 | 90,09
:% < A3 (300) 98,98 | 84,60 | 82,48 | 81,21 |79,31 |82,48 |88,83
n = A4 (400) 98,98 | 78,67 | 82,97 | 79,95 | 79,95 | 86,29 | 86,29
A5 (500) 98,98 | 81,90 | 83,75 | 83,75 | 78,68 | 82,48 | 86,29
B1 (100) 98,98 | 79,94 | 84,21 | 82,48 |86,29 | 77,40 | 90,09
B2 (200) 98,98 | 85,02 | 83,54 | 78,68 |90,09 | 81,21 | 83,40
:% = B3 (300) 98,98 | 78,44 | 86,71 | 82,48 |82,48 | 90,10 |93,91
n >~ B4 (400) 98,98 | 80,37 | 81,43 | 86,29 |82,48 | 82,48 | 90,09
B5 (500) 98,98 | 82,48 | 84,60 | 82,48 |83,75 | 86,29 | 73,60
C1 (100) 98,98 | 86,29 | 88,83 | 79,95 |90,09 | 85,02 |92,63
C2 (200) 98,98 | 92,63 | 73,60 | 77,41 | 83,75 | 95,17 | 90,09
:% o C3 (300) 98,98 | 93,91 | 86,29 | 76,14 | 92,63 | 82,48 |96,44
n =~ C4 (400) 98,98 | 91,36 | 88,83 | 82,48 | 88,83 | 88,83 |97,71
C5 (500) 98,98 | 88,83 | 82,48 | 76,14 | 86,29 | 82,48 |91,36
o AG (100) 98,98 | 72,76 | 80,75 | 83,75 |82,48 | 82,48 | 88,83
% o AG (200) 98,98 | 76,14 | 84,60 | 84,38 |91,36 | 78,68 |96,44
=
g T (0) 98,98 | 87,56 | 78,36 | 86,29 |92,63 | 79,94 | 95,17
NO)
|_
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Figure27: Evolution des indices d’iode (¢/100g de corps gras) des échantillons d’huile en
fonction de la concentration en extraits phénokodies margines et de la durée de stockage.
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Figure28: Evolution des indices d’iode (¢/100g de corps gras) des échantillons d’huile en
fonction de la concentration en extraits phénokogie raisin et de la durée de stockage.
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Figure 29 : Evolution des indices d’iode (¢/100g de corps gras) des échantillons d’huile en
fonction de la concentration en extraits phénolkiodies feuilles d’olivier et de la durée de

stockage.
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Figure 30 : Evolution des indices d’'iode (g 12/100g de corpasy du témoin et les
échantillons d’huile auxquels sont rajoutés legoagtants de synthése en fonction de la
durée de stockage.
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Nous remarquons d’apres les résultats consigags le tableau 17 et représentés par les
figures 27, 28, 29 et 30 que la variation de l'cedd’iode n’est pas significative pour toutes
les séries d’échantillons d’huile d’olive, de mémqe pour celle du témoin. La valeur initiale
de lindice d’iode pour tous les échantillons étdé¢ 98,98 (g/100g). Apres 60 jours de
stockage, cette valeur varie entre 85,02 et 9@AIOg) pour la série A, entre 70,60 et 93,91
(g/1009) pour la série B, et entre 90,09 et 97¢g7/100g) pour la série C. Celles de la série R
varient entre 88,83 et 96,44(g/100g) et passe B/9/100g) pour le témoin. Ces résultats
concordent avec ceux obtenus par C.Tchiégang &34l qui ont trouvé que le temps de
conservation n’a pas d’influence ni sur I'indicéode, ni sur I'indice de réfraction et ni sur la
masse volumique des huiles végétales.

La composition en acide gras de l'olive estparametre important dans la durée de
conservation qui est quantitativement affectée lpaacteur principal tel que la variété de
I'olive utilisée dans la production de 'huile [84] est généralement bien admis que les
acides gras les plus sensibles aux attaques raidégsakont les acides gras polyinsaturés, dont
la peroxydation est connue pour étre d’autant pimgortante que le nombre de doubles
liaisons est élevé, contrairement aux acides gnasoinsaturés qui ont une grande
importance en raison de leurs effets sur la stahkydative des huiles [85]. De ce fait, nous
pouvons dire que I'huile étudiée au cours de catl@st probablement trés pauvre en acides
gras polyinsaturés et riche en acide gras monairsatette composition en acides gras varie
avec l'origine de I'huile, ce qui est en accord@les résultats rapportés par Ben Temmime et
al [84]. Une étude réalisée par H. Benabid [86¢weelé que les huiles d’olive d’El Milia se
distinguent par les taux les plus élevés en adiéarique, (C18:0), par ailleurs, les huiles
d’olive de la région de Tizi-ouzou se caractérispat les taux les plus élevés en acide
linoléique, (C18:2).
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3. Analyse physique
3.1. Absorbances aux rayonnements UV

Tous les corps gras contiennent des époxyidessehydroperoxydes en quantités plus ou
moins importantes.

Les réactions d’'isomérisation aboutissent fadaation de dienes et de trienes conjuguées
qui absorbent la lumiére dans le domaine UV eng® 2m et 280 nm [87]. En effet, les
diénes conjugués et les produits primaires d’oxgdaties acides gras se forment par
réarrangement des doubles liaisons du radical@ltgbk acides gras polyinsaturés, lorsqu’ils
ont une structure diénique conjuguée tel que 'bgdroxyde linoléique, absorbent la lumiere
au voisinage de 232 nm. Les trienes conjugués (eares de la présence d’acides gras a trois
doubles liaisons) et les produits secondaires diatgn tels que les aldéhydes et cétanes
insaturés, absorbent la lumiére vers 270 nm. Laraébation des absorbances au voisinage
de 232 nm et au voisinage de 270 nm permet de tdétet d’évaluer les quantités des
produits d’oxydation : plus I'extinction =232 nm est forte, plus elle est peroxydée. De
méme plus I'extinction &=270nm est forte, plus elle est riche en produitsydiation
secondaires et traduit une faible aptitude a lsemtion [21]. Le tableau 18 ainsi que les
figures 31, 32, 33 et 34 donnent I'évolution desambances a 232 nm pour tous les

échantillons d’huile étudiée.

83



Etude expérimentale

Tableau 18 :Evolution des absorbances a 232nm des échantdlbnge d’olive en fonction

Résultats et discussion

de la durée de stockage et de la concentratiomtesits phénoliques.

Aoz Echantillon Al A2 A3 A4 A5
(100ppm) | (200ppm) | (300ppm) | (400ppm) | (500ppm)
—~ |0 0,71 0,71 0,71 0,71 0,71
£ |10 0,83 0,72 0,77 0,79 0,75
LS |20 0,90 0,77 0,93 0,88 0,88
3o (30 1,04 0,97 0,95 1,11 0,93
58 |40 1,49 1,61 1,63 1,64 0,79
0S50 1,36 1,23 1,22 1,22 1,37
% |60 1,48 1,08 1,33 1,43 1,44
Echantillon B1 B2 B3 B4 B5
(100ppm) | (100ppm) | (300ppm) | (400ppm) | (500ppm)
@ |0 0,71 0,71 0,71 0,71 0,71
o3 |10 0,82 0,73 0,76 0,73 0,74
©S 120 0,93 0,90 0,90 0,70 0,88
0 & |30 0,98 1,05 0,95 0,94 1,04
3 _‘g 40 1,30 0,97 1,47 1,47 1,40
S |50 1,20 1,40 1,13 1,28 1,14
2 160 1,39 1,38 1,16 1,45 1,23
Echantillon Ci1 Cc2 C3 C4 C5
(100ppm) | (100ppm) | (300ppm)| (400ppm) | (500ppm)
% |0 0,71 0,71 0,71 0,71 0,71
o3 |10 0,82 0,80 0,87 0,86 0,88
o> |20 0,90 0,87 0,87 0,86 0,82
Lo |30 0,94 0,99 0,99 0,94 0,88
AX |40 1,16 1,03 1,23 1,14 1,13
S |50 1,17 1,16 1,27 1,20 1,13
60 1,20 1,24 1,26 1,22 1,24
Echantillon T AG AG
; ; (Oppm) 0(100ppm) éZOOppm)
m 71 71 71
o3 |10 0,70 0,81 0,72
° S |20 0,91 0,86 0,69
o |30 1,02 0,78 0,75
A% |40 1,58 1,14 0,89
S |50 1,39 1,00 0,88
60 1,41 0,87 0,88
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Figure 31: Evolution des absorbances a 232nm des échastitlthuile en fonction de la
concentration en extraits phénoliques des margihde la durée de stockage.
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Figure 32: Evolution des absorbances a 232nm des échastitithuile en fonction de la
concentration en extraits phénoliques des raigide ¢éa durée de stockage.
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Figure 33: Evolution des absorbances a 232nm des échastitithuile en fonction de la
concentration en extraits phénoliques des feuillekvier et de la durée de stockage.
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Figure 34 : Evolution des absorbances a 232 nm des échastiléwile d’olive aux quels
sont ajoutés les antioxydants des margines (50Ppes raisins (200ppm), des feuilles
d’olivier (200ppm) et de synthése ainsi que célldémoin.
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D’aprés les valeurs dressées dans le tabléaet illustrées par les figures 31, 32, 33 et
34, les absorbances a 232 nm de tous les échastitiot tendance a augmenter, celles-ci
oscillent entre 0,71 et 1,64 pour les échantilldada série A, entre 0,71 et 1,47 pour ceux
de la série B et entre 0,71 et 1,26 pour ceux déri@ C. Les valeurs les plus élevées pour la
série A (figure 31) et la série B (figure 32) aigae celle de I'échantillon témoin (figure 34)
sont remarquées apres 40 jours de stockage, aulelektte période, ces valeurs commencent
a diminuer a I'exception des valeurs des échanslla5 (500ppm) et B2 (200ppm) qui ont
tendance a augmenter durant toute la période deepamtion. Cette diminution de
'absorbance a 232 nm de ces échantillons d’huiledive ne peut pas étre associée
exclusivement a la décomposition des hydroperoxydiesinution de I'indice de peroxyde),
mais cela peut étre expliqué par le type d’hydropgies formés qui sont inactifs et restent
stables aprés leurs formation (deuxiéme étape dprdpagation). Par ailleurs, tous les
échantillons de la série C (figure 33), ainsi gaaxcde la série R (figure 34) présentent une
légere augmentation continuelle des valeurs desddiance pendant toute la période de
stockage. lls sont donc a la premiére étape dedpagation qui correspond a la formation
des peroxydes mais pas des hydroperoxydes.

L’oxydation des lipides croit avec l'augmemgat de la concentration en composeés
résultant de la dégradation des hydroperoxydeas, &gl confirmé par une augmentation des
valeurs de l'absorbance a 270 nm [2]. L'extinctian270nm permet de déterminer la
prolifération de I'oxydation, les produits secondai d’'oxydation et en particulier les
dicétones. Cette évolution de I'absorbance pouédbsintillons d’huile d’olive est donnée par

le tableau 19 et représentée par les figures 353736t 38.
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Tableau 19 :Evolution des absorbances a 270nm des échantdlbnge d’olive en fonction
de la durée de stockage et de la concentrationtesits phénoliques

As7o Echantillon Al A2 A3 A4 A5
(100ppm) | (200ppm)| (300ppm)| (400ppm) (500ppm)
o> 10 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
o § 10 0,09 0,08 0,08 0,07 0,09
TS |20 0,05 0,05 0,05 0,06 0,06
@ & 130 0,05 0,07 0,05 0,06 0,04
A ig 40 0,19 0,19 0,20 0,20 0,15
9 50 0,09 0,08 0,07 0,08 0,10
@ 60 0,10 0,07 0,10 0,11 0,11
Echantillon B1 B2 B3 B4 B5
(100ppm) | (100ppm)| (300ppm)| (400ppm) (500ppm)
~ |0 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
£ |10 0,11 0,07 0,07 0,07 0,05
38 |20 0,05 0,06 0,06 0,06 0,06
3 30 0,05 0,07 0,06 0,05 0,06
= 40 0,17 0,16 0,19 0,19 0,18
o S 50 0,08 0,13 0,07 0,08 0,09
» 60 0,07 0,10 0,06 0,08 0,07
Echantillon C1 Cc2 C3 C4 C5
(100ppm) | (100ppm)| (300ppm)| (400ppm) (500ppm)
»w |0 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
v 3 10 0,06 0,05 0,06 0,07 0,08
g '\3 20 0,06 0,08 0,05 0,06 0,05
Lo 30 0,06 0,09 0,10 0,08 0,08
A < 40 0,08 0,07 0,08 0,10 0,09
% 50 0,07 0,07 0,09 0,06 0,06
60 0,08 0,07 0,07 0,07 0,10
Echantillon T AG AG
(Oppm) | (100ppm)| (200ppm)
»w |0 0,06 0,06 0,06
v 3 10 0,06 0,07 0,05
S f 20 0,06 0,07 0,06
Lo 30 0,05 0,05 0,05
A < 40 0,18 0,17 0,09
% 50 0,09 0,10 0,08
60 0,08 0,08 0,10
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Figure 35: Evolution des absorbances a 270nm des échastitithuile en fonction de la
concentration en extraits phénoliques des margihde la durée de stockage.
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Figure 36 : Evolution des absorbances a 270nm des échantdibnge en fonction de la
concentration en extraits phénoliques des raigide ¢éa durée de stockage.
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Figure 37: Evolution des absorbances a 270nm des échantdibnge en fonction de la
concentration en extraits phénoliques des feuillekvier et de la durée de stockage.
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Figure 38 : Evolution des absorbances a 270 nm des échastiléwile d’olive aux quels
sont ajoutés les antioxydants des margines (50paes raisins (200ppm), des feuilles
d’olivier (200ppm) et de synthese ainsi que celldémoin.
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Les valeurs des absorbances a 270nm des #éicmasnd’huile auxquels sont incorporés les
extraits phénoligues des margines oscillent ent@6 CGet 0,20 (figure35), celles des
échantillons d’huile auxquels sont additionnés detraits phénoliques des raisins varient
entre 0,06 et 0,19 (figure 36), tandis que celleslal série C et celles des échantillons
auxquels est additionné I'antioxydant de syntheseeaconcentration de 200ppm varient peu
(figures 37 et 38), elles passent de 0,06 a 0,&6.Valeurs de I'échantillon témoin et celles
des échantillons additionnés de l'acide galliqueinee concentration de 100ppm varient
respectivement entre 0,06 et 0,18 et entre 0,06L&t Cette augmentation est tres Iégére pour
tous les échantillons d’huile. Nous remarquons i@#apa figure 38 que I'échantillon d’huile
noté C2 ainsi que celui auquel est additionné daajallique a 200ppm semblent avoir la
méme allure. Les résultats trouvés pour cette anatpincident avec les valeurs de l'indice
de peroxyde qui ont tendance a augmenter légérestueauiit toute la période de conservation,
cela pourrait signifier que la propagation de I'dation de I'huile d’olive n’a pas atteint son
stade final (décomposition des hydroperoxydes)teQésistance a I'oxydation peut étre due
aux conditions de stockage (obscurité) car le méogende la photo-oxydation est beaucoup
plus rapide que celui de I'auto-oxydati@aponio et al [88] ont trouvé qu’aprés deux mois de
stockage, les composés d’oxydation secondairersajuritaires dans les huiles stockées sous
lumiére diffuse, comme en témoigne lg; tandis que dans les huiles d'olive stockées a
I'obscurité, ce sont les composés d’oxydation phiengui prédominent, comme en témoigne
le Kaso.

3.2. Calcul deAK

Pour distinguer I'absorption due aux produits selaimes d’oxydation de celle due aux
systémes conjugués (la structure trienique), naerchinons le parameétreK et ceci par
mesure de I'absorption a 264 et a 274nm, c'estealels absorbances au voisinage de 270 nm.
La valeur deAK ne devrait pas dépasser 0,01 pour les huilegeserLe tableau 20 nous

renseigne sur les caractéristiques physiques did’t’olive étudiée.

Tableau 20 :Valeurs des extinctions spécifiques a 232, 260,624 274 nm et d&K de
tous les échantillons d’huile d’olive a I'état ait

Echantillon

K232

K264

K270

K274

AK

HOV

3,55

0,30

0,30

0,25

0,02
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D’aprés les valeurs consignées dans le taldedessus, nous remarquons que les valeurs
des extinctions spécifiques,# et Ky7o de cette huile sont Iégerement supérieures a celles
fixées par le COI(2003) qui sont respectivermerdt,50 et< 0,22. Pour cela nous pouvons
dire que I'huile d'olive faisant I'objet de cettdude présentait initialement des produits
primaires d’oxydation.

Apres 60 jours de stockage, les valeurs déaations spécifiques ¥, et Ky7o ainsi que
celle de la variation dAK de tous les échantillons d’huile d’olive sont n&gentées sur le
tableau 21.

Tableau 21 :Valeurs des extinctions spécifiques a 232, 260,2274 nm et daK de tous
les échantillons d’huile d’olive a la fin de la @amvation

Echantillon K232 K264 K270 K274 AK

Al (100ppm) 7,40 0,55 0,50 0,40 0,02
A2 (200ppm) 5,40 0,35 0,35 0,30 0,02
A3 (300ppm) 6,65 0,50 0,50 0,50 0,00
A4 (400ppm) 7,15 0,60 0,55 0,50 0,00
A5 (500ppm) 7,20 0,60 0,55 0,50 0,00
B1 (100ppm) 6,95 0,40 0,35 0,30 0,00
B2 (200ppm) 6,90 0,55 0,50 0,45 0,00
B3 (300ppm) 5,80 0,35 0,30 0,25 0,00
B4 (400ppm) 7,25 0,40 0,40 0,35 0,02
B5 (500ppm) 6,15 0,35 0,35 0,30 0,02
C1 (100ppm) 6,00 0,40 0,40 0,35 0,02
C2 (200ppm) 6,20 0,40 0,35 0,30 0,00
C3 (300ppm) 6,30 0,40 0,35 0,30 0,00
C4 (400ppm) 6,10 0,40 0,35 0,40 -0,05
C5 (500ppm) 6,20 0,55 0,50 0,40 0,02
Témoin (Oppm) | 7,05 0,45 0,40 0,35 0,00
AG (100ppm) |4,35 0,45 0,40 0,35 0,00
AG (200ppm) | 4,40 0,50 0,50 0,45 0,02

Nous remarquons d’aprés le tableau 21 querdesurs de K, de tous les échantillons
d’huile d'olive ont évolués d'une maniére signitive. Elle passe de 3,55 a 7,40 pour
I'échantillon Al, elle atteint une valeur de 7,26up I'échantillon B4. L'augmentation est
moins accentuée pour la série C. Les valeurs les getites de ¥, sont observées pour les
échantillons d’huile additionnés de I'acide galkga deux différentes concentrations, elle est
de 4,35 pour la concentration de 100ppm et de godi@ celle de 200ppm. Quant aux valeurs
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de K7q elles semblent moins évoluées par rapport ascdielkes, La valeur limite apres 60
jours de conservation n’avait pas dépassé 0,5 toogrles échantillons d’huile. Les résultats
du tableau 21 confirment ceux trouvés avec l'indlegperoxyde qui montrent que cette huile
n'a pas dépassé la deuxieme étape de la propagdtidioxydation (décomposition des
hydroperoxydes et formation des composés non Hadies). Quant a la valeur de, elle
semble un peu élevée par rapport a celle fixédep&@OI (2003) malgré que 'huile d’olive
étudiée n'a pas atteint I'étape de formation desmusés secondaires d’oxydation, cela peut
étre alors expliqué par la migration des doublasdins le long de la chaine grasse (trienes

conjugues).
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CONCLUSION

L’objectif de ce travail était d’extraire leemposés phénoliques a partir des margines, des
feuilles d'olivier et des raisins. Ensuite, nousoms accentué notre étude sur [l'effet
antioxydant de ces derniers sur la stabilité oxydade I'huile d’olive vierge. Cet effet est
compareé aussi a celui de I'acide gallique emplay@roe référence.

Les premiers résultats de I'étude indiquemt lguteneur la plus importante en composés
phénoliques est celle correspondant aux feuilledivikr. Elle est 2,5 fois plus grande que
celle des margines. Quant aux raisins, leur teaeyoolyphénols est la plus faible.

L’analyse de l'acidité de I'huile étudiée mantgue celle-ci appartient a la catégorie des
huiles d'olive vierge lampantes, et que l'incorgaa des antioxydants n'a pas d’influence
sur ce parametre.

L’indice d’iode est resté presque constant taulong de la durée de conservation pour
tous les échantillons d’huile car ce dernier njest influencé par le temps mais il dépend de
la composition de 'huile d'olive en acides gras.

En dehors de I'acidité, et de I'indice d’iodeys les autres parametres (indice de peroxyde
et extinctions a 232 nm et a 270 nm) semblent éntlude maniere positive en présence
d’antioxydants par rapport a ceux de I'échantiiémoin.

La valeur initiale de I'indice de peroxyde Beuile ayant fait I'objet de cette étude est
Iégérement supérieur a la valeur donnée par lede@ui serait di a I'existence de composés
peroxydés, car I'oxydation de I'huile d'olive conmoe aprés que les olives soient cueillies de
l'arbre, et continue pendant le stockage des frelitteurs traitement (compagne oléicole
2009/2010 ou le rendement en olive était faible).

L'indice de peroxyde diminue au fur et & mesgue la concentration en composés
phénoliqgues des margines et ceux des raisins augnigla protection maximale correspond
a des ajouts de 500ppm dans les deux cas. Quanexteits phénoliques des feuilles
d’olivier, les concentrations qui exercent une feaile protection antioxydante de I'huile
d'olive est remarquée pour des concentrations @ee1@00 ppm. L'antioxydant de synthése
(acide gallique) est plus efficace, I'huile additineée de ce dernier est moins peroxydée avec
un indice de peroxyde 1,6 fois inférieur a celui’taile d’olive témoin. La concentration de
200ppm en acide gallique protege mieux I'huile @®l contre l'oxydation que la
concentration de 100ppm.
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Les mesures spectrophotométriqgues dans I'U¥ibl@ montrent que l'huile étudiée
présente des valeurs des extinctions a 232 nm2@banm égales respectivement a 3,55 et
0,50. Ces valeurs sont légéerement élevées par ntappelles fixées par les normes du COI.
L’huile d’olive a laquelle sont incorporés les exts phénoliques des margines et ceux des
raisins a atteint la deuxiéme étape de propagatici® jours de stockage (formation des
hydroperoxydes), cela est traduit par I'évolutian lhbsorbance a 232 nm. Tandis que les
échantillons d’huile additionnés de composés phégunes des feuilles d'olivier restent a la
premiere étape de propagation durant toute la ge€ii@ conservation, cette étape correspond
a la formation des peroxydes mais pas des hydrepees. L’huile d’olive protégée par
I'antioxydant de synthese suit la méme allure djugile d'olive a laquelle est ajouté I'acide
gallique a 200ppm mais ce dernier semble exercereifleure protection comparativement a
tous les autres antioxydants employés lors dealissedion de cette étude. Quant a I'évolution
de I'absorbance a 270 nm, elle est presque coestiamant toute la période de stockage. Cette
résistance a I'oxydation est due a I'absence dientéere puisque I'huile est protégée par des
composés phénoliques qui sont par ailleurs lesgalliigités pour résister a I'oxydation.

L’examen des résultats auxquels nous sommegems nous mene a la conclusion
suivante :

- la concentration optimale pour la protection’taile d'olive contre I'oxydation dans le cas
de I'incorporation des extraits phénoliques desginas et ceux des raisins est observée pour
des ajouts de 500 ppm. Cette protection est amdélidors de l'addition des extraits
phénoliqgues des feuilles d’olivier mais a une com@ion minimale égale a 100 ppm.
L’échantillon d’huile présentant des valeurs miniesade l'indice de peroxyde et de
'absorbance a 232 nm est celui auquel est addiéiale I'acide gallique & 200 ppm.

- Lors du stockage des huiles d’olive vierges,daetr en composés antioxydants décroit.
Cependant, selon les conditions de stockage, lenmérobscurité, ce ne sont pas les mémes
composés qui sont dégradés. Dans le cas d'un gfeckd'obscurité, ce sont les composés
phénoliques qui sont les plus sollicités pour tésia I'oxydation.

Toutefois dans l'intérét d'apporter un appodmplémentaire a cette étude, il serait
intéressant d’effectuer d’autres analyses telles:qu
- la détermination des différents constituantsamaposés phénoliques étudiés.

- I'étude de l'influence de la lumiére sur I'oxydat de ces composés phénoliques.

- la variation de la composition de I'huile en a&sdyras lors de la conservation.
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Annexe 1 : Détermination de la teneur en composés@noliques :

1.1. Réactifs

- Hexane pur

- Méthanol pur

- Réactif de Folin Ciocalteu

- Solution de carbonate de sodium {8@x) saturée

- Solution standardisée d’acide gallique de comatioh pondérale égale a 0,4g/|

- Eau distillée

1.2. Mode opératoire

On détermine d’abord la courbe d’étalonnage : duedia solution standardisée d’acide
gallique de maniere a avoir les concentrationsasuies : 0,2, 0,1, 0,05 et 0,025g/l. on dilue
0,5ml de chacune de ces solutions dans 10ml d'sstiliés puis on ajoute 0,5ml du réactif de
Folin Ciocalteu et on laisse reposer trois minu@s.ajoute ensuite 1ml de la solution saturée
de NaCQO; la couleur bleue commence a apparaitre. Apres tehdw temps, on mesure la
densité optique de ces solutions avec un specttoptatre UV-Visible a 750 nm.

Pour déterminer la teneur des composés plygraj on dissout d’abord ces extraits
phénoligues dans du méthanol pur puis on effecage hémes opérations que celles

employées pour les solutions standardisées.

Annexe 2 : Détermination de I'acidité :

2.1. Réactifs

- Ether diéthylique

- Ethanol & 96% en volume

- Solution d’hydroxyde de potassium (0,1N)

- Phénol phtaléine (10g dans 1litre d’éthanol 96%)

2.2. Mode opératoire

Le dosage de l'acidité consiste a mesurerukntité d’hydroxyde de sodium nécessaire
pour neutraliser 2 gramme de matiére grasse eenmésie 50 ml de solvant organique (25ml
d’éthanol a 95% et 25ml d’éther diéthylique) etrdindicateur coloré (phénol phtaléine). La
solution vire au rose persistant pour un voluméNd®H correspondant a I'équilibre acido-

basique.
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Annexe 3 : Détermination de l'indice de peroxyde :

3.1. Réactifs

- Chloroforme

- Acide acétique

- Solution saturée d’iodure de potassium récemipearee
- Solution de thiosulfate de sodium 48803 (0,01N)

- Empois d’amidon (solution aqueuse a 1%)

3.2. Mode opératoire

On pese environ 1 g d'huile dans un erlenmege250ml auquel on ajoute 10ml de
chloroforme et 15ml d'acide acétique et immédiatdnagprées 1 ml d'une solution aqueuse
saturée d'iodure de potassium. On agite pendanmimge et on met a I'obscurité pendant 5
mn. On ajoute 75ml d'eau distillée en agitant rrgagement et quelques gouttes d'empois
d'amidon (Indicateur). Le dosage se fait alors awee solution de thiosulfate de sodium

0,01N. Un essai a blanc sans le corps gras est@dfparallelement au premier essai.

Annexe 4 : détermination de I'indice d’'iode

4.1. Réactifs

- Hexane Pur

- Acide acétique

- Réactif de Wijs

- Solution saturée d’iodure de potassium

- Solution aqueuse de thiosulfate de sodiursSas (0,1N)

- Empois d’amidon (solution aqueuse a 1%)

4.2. Mode opératoire

On pése, au mg pres, une prise d’essai de 0,2grde gras dans un ballon a fond plat puis
on ajoute a cette masse 10ml d’hexane et 10mldaBaacétique et enfin 25ml du réactif de
Wijs. On laisse le mélange reposé a I'obscuritédpah 1 heure. Une fois ce laps de temps
écoulé, on introduit au mélange 20ml de la solusaturée d’iodure de potassium et 150ml
d’eau distillée puis on bouche le ballon et oneagindant 5 mn. On titre le mélange avec la
solution de thiosulfate de sodium jusqu’a appanitie la couleur jaune. On ajoute ensuite

'empois d’amidon et la coloration devient bleuadée puis on continue le dosage jusqu’a
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disparition de cette couleur. Un essai a blanc gawsrps gras est effectué paralléelement au

premier essai.

Annexe 5 : Détermination de I'absorbance et de I'diction spécifique :
5.1. Réactifs

- Hexane pur

5.2. Mode opératoire

Les échantillons d’huile d’olive (0,05g a B sont dilués dans de I'hexane (25ml)
jusqu’a l'obtention de densités optiques (DO) ieffnes a 1. La lecture des absorbances est
effectuée dans une cuve en quartz par rapportédiekolvant, sur un spectrophotométre UV
visible, équipé d'une cellule d’1 cm d’épaisseursLvaleurs sont exprimées comme

extinction spécifique E”® notée de facon conventionnelle par K et exprioréroe suit :
K= A)J CxS

A, : Absorbance a la longueur d’onide
C : Concentration de la solution en g/100ml,
S : chemin optique (1cm).
Dans notre cas, nous avons dissout 0,059 ld’llains 25ml de I'hexane. Cela implique

gue la concentration de notre solution est de 0Qfynhl.



