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Introduction

L'oxydation des lipides constitue un des facteurs responsables de la détérioration des
aliments complexes. C’est un probléme qui touche les produits industriels. L’impact de
’oxydation des lipides est triple : impact nutritionnel et organoleptique qui se traduit par
dégradation des vitamines liposolubles et des acides gras essentiels ; développement de
flaveurs anormales, changement de couleur. Une diminution de la qualité sanitaire par la
formation des radicaux libres qui favorisent le développement de certaines maladies telle que
I’artériosclérose. L’impact économique se manifeste sous forme de perte de la valeur
marchande suite 4 1’oxydation qui déprécie la qualité du produit. C’est le cas, par exemple,
des huiles d’olive vierges dont le prix est fonction de la qualité : « extra », « fine »,
«courante» et « lampante ». Cette oxydation est accélérée par la chaleur, la lumiére,

I’humidité ou la présence de métaux de transition.

La stabilité oxydative des lipides dépend de leur composition et de I’environnement
auquel ils sont exposés, de la concentration de trois facteurs, le substrat, les catalyseurs de
l'oxydation et des antioxydants. L’équilibre est cependant perturbé par les parametres
environnementaux qui vont favoriser l'oxydation ou I’empécher. L'oxydation lipidique peut

résulter de plusieurs voies réactionnelles en fonction du milieu et des agents initiateurs.

L’auto-oxydation de la matiére grasse constitue un ensemble complexe de réactions
non encore complétement €lucidées. Elles conduisent & la rupture des chaines carbonées avec

le développement de produits pour la plupart volatils, a structure carbonylée.

La plupart des tests d'oxydation d'huiles conduisent rarement a une image globale du
processus d'oxydation et prennent beaucoup de temps. Parmi les méthodes d'analysc utilisées,
le moyen infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) s'est avéré trés performant en apportant

une information globale.

Le but de ce travail est de développer par IRTF une méthode simple et rapide pour
suivre ’évolution de la composition d’une huile d’olive extra vierge ayant subi une oxydation

controlée (effet des métaux, chauffage, oxygeéne libre et la lumiére) et évaluer I'impact de




Etude de la stabilité thermique de [’huile d olive « Effet des métaux »

quelques métaux de transition tel que le fer, le cuivre, le chrome et le nickel. Des indices

spectroscopiques peuvent étre utilisés pour comparer 1‘influence de présence de chaque métal.

Des analyses par UV-visible ont €té réalisées pour évaluer la réactivité de I’huile
d’olive extra vierge vis-a-vis des conditions oxydatives en se basant sur des indices

spectrométriques : K232, K270, les teneurs en chlorophylles et caroténoides.

Une Analyse en Composantes Principales (ACP) peut différencier les différents stades

de I’oxydation et impact de chaque métal.

Nous commencerons par consacrer le premier chapitre aux généralités sur 1’huile
d’olive qui fait 1’objet de notre étude. Dans le deuxieéme chapitre, nous présenterons
I’oxydation et les mécanismes de dégradation de I’huile d’olive. Le chapitre trois sera réservé
pour I’infra rouge et ces applications dans le domaine des huiles. Dans le chapitre quatre, nous
présenterons les méthodes chimiométriques, 1’outil statistique utilis¢ dans cette étude. Les
méthodes d’analyses et I’instrumentation utilisées dans ce travail et la préparation des
¢chantillons seront décrites dans le chapitre cinqg. Nous détaillerons dans le chapitre six la

discussion des résultats trouvés.




Chapitre I :
Generalite sur ’huile d’olive
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I-Généralités sur ’huile d’olive :

I-1-Définitions :

L’huile d’olive est I’huile provenant uniquement du fruit de 1’olivier 4 I’exclusion des huiles
obtenues par solvant ou par des procédés de réestérification et de tout mélange avec des huiles

d’autre nature.

I-2-L’huile d’olive vierge :

Elle est obtenue de fruit de I’olivier uniquement par des procédés mécaniques ou d’autres
procédés physiques dans des conditions, thermiques notamment, qui n’entrainent pas
d’altération de I’huile, et n’ayant subi aucun traitement autre que le lavage, la décantation, la

centrifugation et la filtration.

I-2-1Caractéristiques qualitatives des huiles vierges

Certains organismes proposent une classification rapide des huiles en fonction de leur acidité
libre. Cependant les critéres de sélection ou d’exclusion d’une huile dans une catégorie sont
trés nombreux. Ils peuvent étre spécifiques a une catégorie d’huile ou plus généraux. Le suivi
de ces différents criteres est nécessaire car une dégradation de la qualité de I’huile peut avoir
de nombreuses conséquences tant d’un point de vue nutritionnel que d’un point de vue risque
sanitaire. En effet, certains composés tels que les acides gras poly-insaturés (acides gras
essentiels) ou la vitamine E sont parmi les acteurs principaux de I’intérét nutritionnel de
I’huile d’olive, mais ils sont trés sensibles a 1’oxydation. Une huile oxydée aura un intérét
nutritionnel plus faible qu’une huile bien conservée. Les produits d’oxydation des acides gras
(radicaux peroxydes) pourraient potentiellement entrainer des mutations génétiques a 1’origine

de certains cancers.

(%] ,
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Tableau-I-1 : Données physico-chimiques de classification des huiles [1]

Classe Acidité (%  Indice de peroxyde Extinction spécifique
acide (meq O2/kg) 4270 nm Ejcp
oléique)

Huile d’olive extra vierge <1.0 <20 <025

Huile d’olive vierge <2.0 <20 <0.30

Huile d’olive vierge ordinaire 3.3 <20 <0.30

Huile d’olive raffinée <0.3 <5 <1.10

Huile d’olive .5 <15 <0.90

Huile de grignon d’olive raffinée <1.5 <35 <2.00

Huile de grignon d’olive <15 <15 <1.70

I-3- Composition et caractéristiques :

L’huile d’olive contient un grand nombre de composés structurellement hétérogénes dont les
principaux sont les triacylglycérols (>95%), une faible quantité d’acides gras libres, du
glycérol, des pigments, et un grand nombre de composants dits «mineurs» présents en faibles
quantités (0,5 a 1,5%) et qui ont des effets bénéfiques. On peut séparer ces composés en
tocophérols, phénols, composés aromatiques, hydrocarbures et stérols [2].

Aparicio et ses collaborateurs [3] ont estimé la contribution des composés phénoliques, acides
gras, I’a-tocophérol et les pigments danr la stabilité de I’huile, A enviran 3094, 279%,

11% et 6% respectivement. De nombreux facteurs affectent la caractérisation de I’huile
d’olive, rassemblés dans quatre groupes principaux : environnemental (sol, climat),
agronomique (irrigation, fertilisation), culture (maturité et récolte du fruit d’olive) et
technologique (entreposage aprés la récolte, systéme d’extraction) [4].

I-3-1-Les Acides Gras :

Ce sont des acides carboxyliques portant des chaines carbonés. Ils sont rarement a 1’état libre

dans le natural el 1l ae fronvent egsenticllement 9oug torme estérifié, Ils représentent 90 a
0R% de la masse malaire des lipides [S]. En régle générale, cer acider gras sont mono
carboxylique & chaine linéaire non ramifiée comprenant un nombre paire d’atome de carbone
compris entre 4 et 24. lls peuvent étre saturé ou non saturé :

A-Les acides gras saturés :

Ils ont pour formule générale CH3-(CHz) n-COOH, sont solide & température ambiante. Les
plus rencontrés sont 1’acide palmitique (Cy¢ : O) et I’acide stérique (Cy3 : O).




Daicds ohs Bin wiakiitia: thermimn v T hnile d by o Tl dae wikras: o
Etude de la stabilité thermique de ['huile d’olive « Effet des métaux »

P R e e e R R R RR——————————————
B B e e e e e,

B-Les acides gras insaturés :
IIs sont fluides a température ambiante, on a deux catégories.

» Les acides gras mono-insaturés :
Deux atomes de carbone consécutifs de la molécule sont unis par une double liaison exemple :
I’acide oléique (Cig:1).

» Les acides gras poly-insaturés :

Plusieurs atomes de carbone consécutifs de la molécule sont unis par des doubles liaisons
exemple : I’acide linoléique (C,3 :2), I’acide linolénique (C;s :3) [6].

La composition en acides gras de I’huile d’olive joue un role important au niveau de sa qualité
nutritionnelle, avec la présence en grande quantité d’acide oléique (acide gras mono insaturé).
C’est I'importance de I’apport d’acides gras mono-insaturés avec un taux d’acide oléique
pouvant atteindre 83%, qui confére son originalité a ’huile d’olive, ainsi que ses vertus en

termes de santé notamment au niveau des maladies cardiovasculaires [4].

Tableau-I-2: Composition en acides gras de 1’huile d’olive [7]

Acides Gras Structure Limites (%)
Acide myristique C14:0 0-0,1

Acide palmitique C16:0 7,5-20,0
Acide palmitoléique Cl6:1 0,3-3,5
Acide heptadécanoique Ci7:0 0-0.5

Acide heptadécénoique 1 I | 0-0,6

Acide stéarique C18:0 0,5-5,0
Acide oléique Cl18:1 55,0-83,0
Acide linoléique C18:2 3,5-21.,0
Acide linolénique C18:3 0-1,5

Acide arachidique C20:0 0-0,8

Acide eicosénoique C20:1 Non spécifié
Acidc béhénique C22:0 0-0,2

Acide lignocérique C24:0 0-0,1

th |
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I-3-2-Les Triglycérides :

Ce sont des esters dérivés du glycérol, cet alcool posséde trois fonctions hydroxyles
(schéma I-1).

Si une seule de ces fonctions hydroxyles est libre, il s’agit de diglycérides et si deux des

fonctions hydroxyles sont libres, on parle de monoglycérides [8].

CHyO-CO-R;
CH-0-CO-R,
CH, 0-CO-R;

Schéma-I-1 : Structure générale de Triglycérides.

I-3-3- Les Tocophérols :

Les vitamines sont des substances organiques, sans valeur énergétique propre, qui sont
nécessaires a ’organisme et que ’homme ne peut synthétiser en quantité suffisante [9]. En
effet, ces composés sont des antioxydants naturels et leur présence confére une certaine
stabilité a ’huile d’olive. Parmi ceux-ci, nous pouvons citer comme exemple 1’o-tocophérol,
le B-tocophérol, le 8-tocophérol et le y-tocophérol. La teneur en tocophérol dans I’huile

d’olive varie entre 50 et 150 mg/Kg [8]. Le tableau I-3 résume la structure des tocophérols.

Tableau-I- 3: Structure des tocophérols et des tocotriénols [10]

Formule Masse molaire | Ry R; R;
Brute g/mol

a: CyoHs500; 430,7 CH3 CH3 CH3
B : C2sHiz02 416,7 CH3 H CH3
v 1 CogHygOn 416,7 H CH3 CH3
0 : Cy7Hs602 402,6 H H CH3

1-3-4- Les Pigments :

La couleur de I’huile d’olive est essentiellement liée & la présence des chlorophylles, de la
phéophytine ainsi qu’aux caroténoides [11]. La chlorophylle est un chlorine (quatre noyaux
pyrroles en cercle), chélatant un atome de magnésium au centre, ainsi qu'un alcool a longue
chaine, le phytol. Elle présente une structure comparable a celle de I’héme (présente dans les
globules rouges sanguins). C'est la présence, dans sa structure, de nombreuses doubles

liaisons conjuguées qui permet une absorption du rayonnement lumineux. Les chaines

R S R i B S et T e e et e e
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latérales de chlorine sont variables et ceci entraine une modification du spectre d'absorption

entre les différentes familles de chlorophylles [12]. La composition et la teneur totale des
pigments naturellement présents dans I'huile, sont des paramétres importants parce qu'elles
sont corrélées a la couleur, qui est un attribut de base pour évaluer la qualité d'huile d'olive.
Les pigments sont également impliqués dans les mécanismes de l'auto-oxydation et de la
photo-oxydation. Leur contenu dans 1’huile d'olive s'étend entre 1 et 20 ppm [13] mais change
selon la vari€té, la température et la durée du traitement thermique de I’olive [14], ainsi que la
culture, le sol, le climat, et le degré de maturation du fruit [13]. Par ailleurs, Minguez-
Mosquer et ses collaborateurs [15] ont constaté qu'environ 80% et 40% de chlorophylle et de
caroténoide respectivement, sont perdus pendant l'extraction de I'huile olive. Cependant, la
teneur des pigments chlorophylliens est plus élevée dans I’huile d’olive extraite par
centrifugation et percolation, en raison de I’utilisation des broyeurs métalliques dans le
meulage d’olive. Les broyeurs brisent les cellules de la pulpe d’olive, ainsi, les pigments sont
libérés et les huiles obtenues sont plus vertes [16]. De plus, I'huile d'olive particuliérement
riche en chlorophylles, est plus sensible 4 I’oxydation [17].

A la lumiére, la chlorophylle favorise la formation des radicaux de I'oxygéne et accélére
l'oxydation mais dans l'obscurité, la chlorophylle agit en tant qu'antioxydant.

I-3-5- Les Composés Phénoliques:

La pulpe de I’olive contient des composés phénoliques simples et complexes qui passent dans
I'huile en augmentant ainsi sa stabilité oxydative et en améliorant le gofit. Owen et ses
collaborateurs [18] ont évalué le potentiel antioxydant de différents composés phénoliques de
’huile d’olive et observé qu’un grand nombre d’entre eux, ont des propriétés antioxydantes ;
c’est le cas notamment de I’acide vanillique, I’acide gallique, I’acide caféique, le tyrosol,
I’hydroxytyrosol, du 1-acétoxypinorésinol et de ’oleuropéine [19]. Par ailleurs, des études ont
montré que les phénols simples et les acides phénoliques comme les flavonoides jouent un
role capital dans I’élimination et la détoxification des radicaux libres, et permettent
d’augmenter la résistance des LDL & I’oxydation et d’inhiber la peroxydation des lipides [20].
La teneur en composés phénoliques de I’huile d'olive est fonction de la variété des olives, de
leur maturité au moment de la récolte, de I’environnement et des conditions de traitement
[21]. Le systeme d'extraction utilis¢ (classique, centrifuge, percloration) est critique pour le
contenu total des poly-phénols. Les huiles produites par le systéme de centrifugation continu
ont généralement un contenu de polyphénol inférieur a celui des huiles extraites au moyen

d'autres systémes, car I’eau tiéde utilisée dilue la pate d’olive et par conséquent dissout
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particllement les polyphénols. En revanche, le systéme de presse qui ne nécessite pas d'eau
supplémentaire n’affecte pas le taux de ces poly-phénols. Di Giovacchino et al, [22] évaluent
la différence a environ 50%, tandis que De Felice et al, [23] trouvent une différence de 5 a
40% quand les mémes olives sont transformées dans les systémes classiques et continus. Les
valeurs des phénols totaux trouvées varient entre 50-200 ppm alors que dans les huiles
extraites par les presses classiques, elles étaient 1égérement inférieures [24].

I-3-6- Les Composés Aromatiques:

On estime que plus de 70 composés contribuent au parfum et au gofit particulier de ’huile
d’olive. Parmi ceux-ci figurent des produits de dégradation d’acides gras insaturés tels que les
aldéhydes dont le prédominant est I’hexanal [25]. De plus, Kubo et al [26], ont observé
activité antimicrobienne de molécules appartenant & une large classe des composés
aromatiques.

I-3-7- Les Hydrocarbures:

Le squaléne est le principal hydrocarbure de I’huile d’olive, ¢’est un triterpéne qui apparait
dans la voie de la biosynthése du cholestérol. Sa présence dans 1’huile d’olive est d’environ
400-450mg/100g [27]. Outre le squaléne, I’huile d’olive contient aussi d’autres
hydrocarbures, mais en trés faibles quantités tels que le B-caroténe (provitamine A): 0,03-
0,36mg/100g.

1-3-8- Les Stérols:

C’est une famille de constituants csscnticls des membranes cellulaires, d’origine animale el

végétale. Ils ont le méme noyau et différent par leur chaine latérale. La quantité totale de
stérols dans I’huile d’olive extra vierge varie de 113 4 265mg/100g [28]. Dans I’huile d’olive,
le principal stérol est le B-sitostérol, représentant jusqu’a 90-95% du total, et qui a une action
anticarcinogéne [29]. Le campéstérol et le stigmastérol comptent respectivement pour 3% et
1% du total. Il a été montré que les quantités de phytostérols apportées par un régime riche en
huile d'olive extra vierge aient un effet bénétique sur les concentrations sériques de

cholestérol [30].




Chapitre 11 :
Oxydation lipidique
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II-Peroxydation des lipides (oxydation lipidique) :

La détérioration de la qualité des aliments par voie peroxydative est le probléme majeur des
procédes de transformation ou de conservation des aliments (huiles et graisses, seules ou
constitutives des aliments). La peroxydation lipidique aboutit 4 la dégradation des propriétés
biochimiques organoleptiques et nutritionnelles des aliments [31]. Enfin, 1’ingestion des
produits de peroxydation des lipides pourrait & long terme, participer au développement de
pathologies dégénératives telles que des désordres intestinaux chroniques, 1’artériosclérose, ou
encore divers cancers [32]. La majorité des pathologies est liée a la formation progressive

d’espéces radicalaires [33].

Les facteurs qui influencent I’oxydation des lipides sont nombreux. Il s’agit d’une part de
facteurs intrinséques tels que la composition en résidus d’acides gras des lipides (nombre et
position d’insaturations), la présence de pro-oxydants (ions métalliques, hémes, enzymes) ou
d’antioxydants naturels (tocophérols, caroténoides, etc.). D autre part, les principaux facteurs
extrinséques sont la température, la lumiére, la pression partielle en oxygéne, I’activité de

I'eau, etc. [34].

II-1-Mécanismes généraux de I’oxydation des lipides :

L’oxydation des lipides peut résulter de plusieurs voies réactionnelles en fonction du milieu
et des agents initiateurs :
-I’auto-oxydation catalysée par la température, les ions métalliques, les radicaux libres :
-la photo-oxydation, initiée par la lumiére en présence de photosensibilisateurs
-L’oxydation enzymatique initiée par la lipoxygénase [45].

I1-1-1-1.’auto-oxydation :

La peroxydation des lipides est une réaction auto-catalytique. Elle correspond & une fixation
d’oxygene sur des molécules insaturées. Il s’agit d’un enchainement de réactions radicalaires
se déroulant en trois étapes : I’amorgage (initiation), la propagation et la terminaison.
A-Initiation :

En présence d’un initiateur (I), les lipides insaturés (RH) perdent un atome d’hydrogéne pour

former un radical libre de lipide (R°) (radical, lipoyle).
RH_I, H+R (1)

o] ,
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Ce mode d’initiation, favorisé par une élévation de température, peut étre produit par des

radiations ionisantes, des générateurs chimiques, des systémes enzymatiques ou chimiques
produisant des espéces activées de 1’oxygene, ou de traces métalliques.

B-Propagation :

Les radicaux libres formés fixent I’oxygéne moléculaire et forment des radicaux libres
peroxyles instables (2) qui peuvent réagir avec une nouvelle molécule d’acide gras pour
former des hydroperoxydes (3).

R +0,; —— ROO’ (réaction rapide) ()

ROO"+ RH—>ROOH + R’ (réaction lente) (3)

C-Terminaison :

Les radicaux formés réagissent entre eux pour conduire & un produit qui n’est pas un radical
libre.

ROO" + ROO'—3[ROOOOR] —» ROOR + O, 4)

R +R —RR 5)

ROO'+R__,ROOR (6)

Les hydroperoxydes peuvent également se décomposer par scission homolytique de la liaison
O-O pour former un radical alcoyl et un radical hydroxyl. Le radical alcoyl réagit avec
d’autres substrats et propage la réaction en chaine. Il peut également subir une scission
carbone-carbone de part et d’autre du radical pour former un radical alkyl et un radical vinyl.
Le radical alkyl peut réagir avec un hydrogéne, un radical hydroxyl ou une molécule
d’oxygeéne genérant ainsi des hydrocarbures, des alcools et d’autres hydroperoxydes. Le
radical vinyl peut réagir avec un radical hydroxyl, un radical hydrogéne ou I’oxygéne
moléculaire pour générer des aldéhydes et des hydrocarbures [35].

I1-1-2-Photo-oxydation :

La photo-oxydation est une voie importante de production de peroxydes en présence

d’oxygéne, d’énergie lumineuse et de photosensibilisateurs tels que les hémoprotéines, la
riboflavine [36] ou d’autres pigments. Les photosensibilisateurs (Sens) absorbent I’énergie
lumineuse et passent  1’état triplet excité (Sens’) [37]. Les photosensibilisateurs interviennent
dans I’oxydation des lipides selon deux types de mécanismes [38].

Les photosensibilisateurs de type I, telle que la riboflavine, agissent comme les radicaux
libres initiateurs, dans leur état triplet, en arrachant un atome d’hydrogéne ou un électron aux
molécules lipidiques pour former un radical capable de réagir avec 1’oxygéne (Réaction 7.

Sens’+RH — SensH+R~ (7)
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Selon le second mécanisme, les molécules photosensibles de type II, telles que la chlorophylle

et I’érythrosine, réagissent dans leur état excité (Sens®) avec Ioxygéne triplet (état de base)
auquel elles transférent leur énergie pour donner de 1’oxygéne singulet ('O, : état
énergétiquement élevé) (Réaction 8).

Sens®+°0,— 'O+ Sens  (8)
L’oxygene singulet ainsi formé est trés électrophile ('O, = [*0-0+]). C’est un diradical. Il peut
réagir directement avec un acide gras insaturé (RH) et former ainsi un hydroperoxyde ROOH
(Réaction 9).
'0,+RH—ROOH  (9)
Par la suite interviennent les réactions radicalaires en chaine de I’auto-oxydation. Les
peroxydes ainsi formés sont différents de ceux formés par photo-oxydation [38].

La photo-oxydation est plus rapide que I’auto-oxydation, la cinétique de la réaction du
linoléate avec I'oxygéne sous son état singulet est approximativement 1500 fois plus rapide
que l'oxygéne sous son état triplet [39].
Dans les huiles végétales, la présence des molécules photosensibles favorise la photo
oxydation [40].
II-1-3-La peroxydation par catalyse enzymatique :

Le phénomene d’oxydation des acides gras insaturés peut étre d’origine enzymatique. Les

deux enzymes principalement impliquées sont la lipoxygénase et la cyclooxygénase [37].

La lipoxygénase catalyse I’insertion d’une molécule d’oxygeéne sur un acide gras insaturé
selon une réaction stéréospécifique et aboutit a la formation d’hydroperoxydes. Elle agit
spécifiquement sur les acides gras non estérifiés. Son activité est donc souvent couplée avec
celle des lipases et phospholipases. La cyclooxygénase est une lipoxygénase qui incorpore
deux molécules d’oxygéne au niveau d'un acide gras pour former des hydroperoxydes
spécifiques.

L’oxydation enzymatique se produit méme a basse température. Durant le stockage a I’état
congelé Iactivité enzymatique est trés faible. Cependant, une fois la décongélation amorcée et
des températures de 0°C a 4°C atteintes, il semblerait que cette activité reprenne et ;
s’accentue [35].

II-2-Les facteurs affectant I'oxydation des lipides :

L'oxydation des lipides est une réaction lente particuliérement a basse température. La phase
d'initiation de l'oxydation des lipides peut &tre déclenchée par plusieurs facteurs tels que

l'oxygéne activé, les enzymes, la température, la lumiére ou les traces de métaux [40].

11
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II-2-1-Initiation par les formes activées de oxygéne :

L’oxygene moléculaire est, dans son état fondamental, & 1’état triplet. Il ne peut réagir

directement avec les lipides car la barriére de spin est trop élevée. La réaction de I’oxygéne
avec les acides gras insaturés est rendue possible par trois types de mécanismes. Le premier
correspond aux voies de I’auto-oxydation qui résultent du départ d’un hydrogéne d’une chaine
d’acide gras sous I’influence de différents initiateurs comme les ions des métaux de transition,
et les formes activées de I’oxygéne comme le radical hydroxyle. Le radical hydroxyle est trés
réactif, il peut arracher un hydrogéne et former ainsi un radical alkyle qui va initier la
peroxydation lipidique. Le second mécanisme est la formation d’oxygéne singlet capable de
réagir directement avec les chaines grasses. C’est ce qui se produit généralement lors de la
photo-oxydation. La troisiéme est liée a ’intervention d’enzymes permettant une fixation
directe de 1’oxygene moléculaire [35].

I1-2-2-Initiation par les métaux :

Les catalyseurs métalliques sont des groupes de métaux lourds possédant deux ou plusieurs
€lats de valence et des potentiels d’oxydoréduction entre eux comme le Cobalt, Cuivre, Fer,
Manganese, Nickel. Généralement ils augmentent le taux d'oxydation des lipides dans les
aliments et diminuent le temps nécessaire d’induction de l'oxydation c'est -a-dire le temps
durant lequel l'oxydation apparait [41]. Ils peuvent affecter la réaction d’initiation, de
propagation et de terminaison aussi bien que le taux de décomposition des hydropéroxydes.
T 7initiation de I'oxydation lipidique par les métaux peut ra faira par tranafort d'électron ou par
formation de complexe de transition ou de complexes avec le peroxyde d’hydrogéne qui
catalysent I'auto-oxydation et la décomposition des hydropéroxydes par des réactions de type
redox [42].

II-3-Roéle du fer dans Pamorcage de la peroxydation des lipides :

La toxicité du fer est souvent attribuée a son action dans la production de radicaux et
peroxydes. Actuellement, il n’y a aucun doute que le fer est un catalyseur dans les processus
de la pervaydalion des lipides, mais le mécanisme par lequel la peroxydation des lipides
s'opére n'est pas complétement élucidé. Les deux mécanismes les plus connus de
peroxydation des lipides en présence de fer sont : (i) la réaction de Fenton et (ii) la réaction
d’Haber-Weiss. Dans la premiére réaction, lc fer, dans son état de valence moins Eleve,
décompose une molécule de peroxyde en radical libre, avec oxydation simultanée de I’ion
métallique ce qui conduit le fer & un état de valence le plus élevé (Réaction 10 et Réaction] 1).

Fe*" + ROOH — Fe**+ RO+ HO™  (10)
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Fe** + H,0, — Fe**+ HO + HO (11)

Dans la seconde réaction (ii), le métal dans son état de valence plus élevé dégrade un nouveau
peroxyde et se réduit pour repasser a son état de valence moins €levé mais qui est plus
réactive (Réaction 14) proposés par [43].

Cette réaction en chaine peut se répéter plusieurs fois et provoque ainsi une forte dégradation
de la fraction lipidique que ce soit in vivo ou in vitro ou sont toujours présents des ions
meétalliques a 1’état de trace (Réaction 12 et Réaction 13).

ROO +RH—ROOH+R  (12)

ROOH + Fe** — RO+ HO" + Fe** (13)

Les peroxydes formés (ROOH) peuvent se scinder en présence d’ions ferreux, en formant des
espéces radicalaires plus réactives, comme ROO, alkoxyl (RO"), ou le radical epoxyperoxyl
(OROQ)). Ces espéces (ROO’, RO, OROQ) peuvent arracher les atomes d’hydrogene des
lipides et donc propager la peroxydation des lipides.

La deuxiéme réaction, dite de Haber-Weiss peut aussi s’opérer dittéremment de celle [44].
0, "+ H,0, — 0, + HO + HO”

Les Réactions 14 et 15 correspondent a I’initiation de la peroxydation lipidique in vivo et in
vitro via I’ion de fer trivalent en présence de radical anion superoxyde (O, ").

F'+0," > Fe¥ +0, (14)

0,"+HO, +H - H,0,+0, (15)

1I-4-Produits formés au cours de I’oxydation des lipides :

L’oxydation des lipides conduit & la formation de produits primaires : hydroperoxydes,
radicaux libres, diénes conjugués, trés instables et rapidement décomposés en produits
secondaires : aldéhydes, alcools, cétones. Ainsi, lors du développement des; réactions
d’oxydation vont successivement apparaitre les produits primaires et secondaires de

I’oxydation [45].

('S )
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Figure-I1-1: Schématisation de Ia cinétique d’oxydation des lipides riches en résidus d’acides
gras polyinsaturés ; 1-initiation, 2-propagation, 3-terminaison [45].

11-4-1-Produits primaires :

Des radicaux libres sont formés au cours des phases d’initiation et de propagation de la
réaction d’oxydation des lipides. Ces especes tres instables et trés réactives sont des composés
cytotoxiques susceptibles d’induire des altérations des molécules d’ADN [46] et des
protéines. Les diénes conjugués, se forment par réarrangement des doubles liaisons du radical
lipoyle des acides gras polyinsaturés. Les hydroperoxydes sont des produits intermédiaires de
I’oxydation des lipides sans odeur spécifique, ils se décomposent rapidement. Ce sont les
précurseurs des composés volatils [35].

En revanche, ils se décomposent en présence de traces de métaux ou sous 1’effet de la chaleur.
Les peroxydes ROOH peuvent également devenir des radicaux RO’ (alkoxyls). Une fois le
radical alkoxyl formé, il peut de nouveau propager la peroxydation lipidiquc par réaction en
chaine, conduisant ainsi 4 la formation de peroxydes, accompagné par la consommation
d’oxygene (le cycle étant représenté¢ dans le Schéma II-1). Ce sont les précurseurs des

composés volatils [45].
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Schéma-1I- 1: Mécanisme proposé pour 1’oxydation des acides gras polyinsaturés en
présence du Fer [47].

I1-4-2-Produits secondaires :

La scission des produits primaires de I’oxydation conduit & la formation de composés
secondaires souvent volatils (Schéma II-2). Les composés secondaires volatils (aldéhydes,
alcools, cétones...) sont alors des produits responsables de dégradations ou de 1’apparition
d’odeurs pour les huiles oxydés. La nature de ces composés est fonction de la nature du

radical présent et du degré d’instauration de la chaine du résidu d’acide gras (Schéma II-2).

,._
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Schéma -11-2 : Mécanisme de décomposition des monoperoxydes en fonction de leur degré

d’ingaturation [1R].

La décomposition débute par une coupure homolytique de la liaison O-O de I’hydroperoxyde

et la formation de radicaux alkoxyle (RO) et hydroxyle (ITQ"). La réaction se poursuit alors

par une coupure de la chaine aliphatique d’un c6té ou de I’autre du carbone lié au radical. La

nature des produits volatils formés dépend de la nature de I’acide gras peroxydé, notamment

de son degré d’instauration, de la position de la double liaison terminale, de la localisation de
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la rupture homolytique, et des autres espéces réactives (oxygéne, métaux, donneurs et
capteurs d’hydrogeéne) présentes lors de la décomposition [49]. De nombreuses fonctions
chimiques sont représentées parmi lesquelles, on trouve des alcanes et alcynes, des furanes
substitués, des alcools, cétones et aldéhydes saturés et insaturés. Quantitativement, les
aldéhydes représentent une part importante des produits formés. D’oll généralement ces
odeurs de friture d’huile peroxydée [45].

II-5-Décomposition des peroxydes issus de la peroxydation des résidus d’acides oléique

et linoléique :
L’acide oléique est le représentant principal des acides gras de la série n - 9. Le radical oléyl

est présent majoritairement dans 1’huile d’olive (53 4 80 % selon la provenance), mais aussi
dans I’huile de tournesol (50 & 83 %), de colza (58 & 60 %), d’arachide (35 a 66 %), etc [50].
La décomposition des peroxydes de résidus d’acide oléique (Schéma II-3) conduit
principalement pour les radicaux 8-, 9-, 10-, et 11-peroxy oléique, a la formation de décanal et
undec-2-énal, nonanal et déc-2-énal, octane, octan-1-ol et nonanal, heptane, heptan-1-ol et
octanal.

Les acides carboxyliques, indiqués entre parenthéses sur le schéma II-3, ne sont libérés que
lors de I’oxydation de 1’acide gras non estérifié. Les proportions relatives des composés
volatils formés varient notamment avec la durée et la température d’oxydation [48]. IIs
peuvent, dans un premier temps, subir une interconversion par rupture de la liaison C-O,
suivie d’'une migration (réarrangement) de la double liaison et de la formation d’un autre

radical (Schéma II-3 ; résidu d’acide oléique et Schéma I1-4 ; résidu d’acide linoléique).
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Schéma—TI-4: Mécanisme de décomposition du radical 9-peroxy-linoléique [38].

En effet, I'oxydation de 1’un ou I’autre de ces peroxydes entraine la production des mémes
composés volatils dans des proportions toutefois différentes [42]. Dans un second temps, ces
radicaux subissent une rupture homolytique d’une liaison C-C, d’un coté ou de ’autre de la
liaison C-O (Schéma II-3) [38]. Ainsi, la décomposition du radical 10(E), 12(E), 9-peroxy-
linoléique (Schéma 11-5) se fait par deux voies : A) par formation de déca-2,4-diénal-(E, E) et
B) par formation du 2-pentyl-furanne et du non-2-énal -(E). La décomposition du radical 9(Z),

T T Ty e
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11(E) 13-peroxy-linoléique suit aussi deux voies, A et B, qui passent par la formation
principalement de pentane, pentanol, pentanal et d’hexanal (Schéma II-3). Les résidus d’ester
de l’acide pentanoique et hexanoique se formeraient par oxydation des aldéhydes
correspondants [48]. Par contre, la proportion de chacun des composés varie avec les
conditions d’oxydation (temps et température) ainsi qu’avec le type de substrat (acide gras,

ester méthylique ou glycéride).

0-0 0
/\/\/\/\/K/\/\/\/C‘O_l
_o_l_o
résidu d'acide - —_
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PV N ASNSCHO L~ A~ COOR
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N L I
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“"SCOO0H ~ ~"CcHo
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Schéma-TII-5: Mécanisme de décomposition du radical 13-peroxy-linoléique [48].
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IT1-Spectroscopie Infrarouge :
Les principes de base de 1’analyse par spectroscopie infrarouge sont connus depuis plus d’une

centaine d’années, et le potentiel de cette technique en tant qu’outil analytique a été identifié
il y a au moins 70 ans. Des instruments infrarouges ont été présentés pour la premiere fois
dans les années 30 pour confirmer des structures moléculaires [51]. Quatre avantages
contribuent a la popularité de la spectroscopie infrarouge par rapport a d’autres techniques
analytiques:

1. P’acquisition du signal est rapide. Puisque 1’échantillon nécessite trés peu (ou pas) de
préparation, et peut généralement étre placé sur un porte-échantillon ou mesuré en ligne, un
spectre peut étre acquis en 30 secondes.

2. I’analyse est non-destructive. Le méme échantillon peut étre retenu pour d’autres analyses
ou remis en circulation.

3. I’instrumentation est multi-analytique. Plusieurs constituants peuvent étre déterminés a
purtir d’un seul ypeetre,

4. la technique ne nécessite pas d’opérateurs particuliérement habiles.

I1I-1-Spectroscopie Infrarouge :

La spectroscopie Proche Infrarouge (PIR) a été habituellement délaissée par beaucoup de
spectroscopistes "classiques". Travaillant avec les bandes d’absorption fondamentales qui se
trouvent dans la région du Moyen Infrarouge (MIR), les chercheurs pensaient que les bandes
d’harmoniques et de combinaisons observées dans le PIR (entre 700 et 2500 nm ou 14300 et
4000 cm™) étaient sans intérét.

Norris était le premier & montrer les mérites de la régression multilinéaire pour extraire

I’information a partir des spectres PIR, afin de déterminer la composition d’un échantillon
[52]. Le blé, le fourrage et le tabac ont été analysés par NIR plus que tous les autres produits
agricoles. Norris K. H. et al. [52] ont effectué la plupart des premiers travaux sur le blé et
d’autres grains.

La spectroscopie Moyen-infrarouge (MIR) a une longue histoire dans 1’analyse chimique,
mais a trouvé relativement peu d’applications en agro-alimentaire. L’application progressive
de la spectroscopie MIR aux aliments n’a atteint le niveau des applications de la spectroscopie
Proche-Infrarouge (PIR) que récemment. Il y a encore relativement peu de références
bibliographiques; pour la plupart limitées a la comparaison avec des méthodes établies telles
que Ics spectrométrics RMN, de Masse, et Proche Infrarouge. La région MIR (5000-400 cm™)

a ¢€té dans le passé de peu d’intérét pratique pour I’analyse agro-alimentaire, dii
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principalement a des problémes d’échantillonnage et a des limitations instrumentales liées aux
spectrométres conventionnels utilisant des réseaux de diffraction. Il n’est pas possible
d’acquérir des spectres infrarouges d’aliments intacts en utilisant des pastilles, par exemple,
parce que la plupart des aliments ne demandent pas une telle préparation et contiennent
généralement de grandes quantités d’eau qui absorbe fortement en MIR. La faible
transmission, et la nature souvent fortement dispersive des échantillons, font que trés peu
d’énergie peut étre détectée. Ce probléme n’est pas amélioré par le peu d’énergie atteignant
I’échantillon avec les spectrométres dispersifs. En outre, 1’utilisation des monochromateurs
induit un temps d’acquisition trop long, pour des spectres & résolution raisonnable. Le
développement de la spectroscopie infrarouge & Transformée de Fourier (FTIR) a renouvelé
’intérét pour la spectroscopie MIR dans I’analyse des aliments. Les spectrometres FT-IR
fournissent, a 1’aide des interférométres, une plus grande ¢€nergie a 1’échantillon. Ils peuvent
acquérir les spectres beaucoup plus rapidement et ont la possibilité de les accumuler de sorte
que, dans un tcmps raisonnablement court, des spectres peuvent Ctre produits a partir des
échantillons transmettant faiblement, et ce avec des rapports signal/bruit acceptables.

Méme dans le cas des échantillons ne transmettant pas du tout le rayonnement infrarouge, il y
a maintenant un certain nombre de méthodes de présentation de 1’échantillon qui peuvent étre
employées. Le MIR a des avantages significatifs pour I’attribution spectrale, la résolution, et
la facilité de la quantification. Ainsi, il n’est souvent pas nécessaire de travailler avec les
grands ensembles d’étalonnage habituellement requis pour I’analyse PIR, bien que ceux-ci
puissent étre nécessaires dans les mélanges trés complexes. Un autre avantage important est
que les spectres MIR peuvent fournir des informations sur les états physiques et chimiques de
différents composants (par exemple, la cristallinité, ’oxydation, la phase), qui peuvent étre
utiles pour étudier les changements causés par le traitement ou le stockage [53].

III-2-Spectroscopie infrarouge a transformée de fourier (IRTF) :

La Spectioscopic Iufiwouge & Translonnée de Fowier (ou FTIR . Fowier Trausfonned
InfraRed spectroscopy) est basée sur 1'absorption d'un rayonnement infrarouge par le matériau
analysé. Elle permet via la détection des vibrations caractéristiques des liaisons chimiques,
d'effectuer I'analyse des fonctions chimiques présentes dans le matériau.

I1-2-1-Principe :

Lorsque la longueur d'onde (I'énergie) apportée par le faisceau lumineux est voisine de
'énergie de vibration de la molécule, cette derniére va absorber le rayonnement et on

enregistrera une diminution de l'intensité réfléchie ou transmise. Le domaine infrarouge entre

i i
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4000 cm™ et 400 cm™ (2.5-25 pm) correspond au domaine d'énergie de vibration des
molécules.

Toutes les vibrations ne donnent pas lieu & une absorption, cela va dépendre aussi de la
géométrie de la molécule et en particulier de sa symétrie. Pour une géométrie donnée on peut
déterminer les modes de vibration actifs en infrarouge grice a la Théorie des Groupes. La
position de ces bandes d'absorption va dépendre en particulier de la différence
d'électronégativité des atomes et de leur masse. Par conséquent & un matériau de composition
chimique et de structure donnée va correspondre un ensemble de bandes d'absorption
caractéristiques permettant d'identifier le matériau. L'analyse s'effectue a l'aide d'un
spectrometre a transformée de Fourier qui envoie sur I'échantillon un rayonnement infrarouge
et mesure les longueurs d'onde auxquelles le matériau absorbe et les intensités de I'absorption.
La figure ITI-1 décrit le schéma d'un spectrométre a transformée de Fourier.

Le faisceau infrarouge provenant de la source A est dirigé vers l'interférométre de Michelson
qui va moduler chaque longueur d'onde du faisceau a une fréquence différente. Dans
l'interféromeétre le faisceau lumineux arrive sur la Séparatrice. La moitié du faisceau est alors
dirigée sur le miroir fixe, le reste passe a travers la séparatrice et est dirigé sur le miroir
mobile. Quand les deux faisceaux se recombinent, des interférences destructives ou
constructives apparaissent en fonction de la position du miroir mobile. Le faisceau modulé est
alors réfléchi des deux miroirs vers 1'échantillon, o des absorptions interviennent. Le faisceau

arrive ensuite sur le déteeteur pour étre transformdé en signal Eleetrique.
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Figure —III-1: Schéma d'un spectrométre a transformée de Fourier
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Les informations tirées des spectres sont de deux sortes :

v Informations qualitatives :
Les longueurs d'onde auxquelles I'échantillon absorbe, sont caractéristiques des groupes
chimiques présents dans le matériau analysé. Des tables permettent d'attribuer les

absorptions aux différents groupes chimiques présents.

v Informations quantitatives :

L'intensité de I'absorption a la longueur d'onde caractéristique est reliée a la concentration
du groupe chimique responsable de l'absorption [54].

II1-3-Application de la spectroscopie moyen infrarouge a I’étude des huiles :

A- Etude du degré d’insaturation des lipides :

L’analyse structurale des lipides a partir de leur spectre d’absorption MIR a été menée d’une

maniére intensive par Bertrand [55]. La spectroscopie MIR est devenue une méthode de
routine pour doser les acides gras "cis" et "frans" dans les huiles et les matiéres grasses.
Cerfains organismes ont retenu cette technique comme méthode de routine officielle
d’évaluation de la teneur en acides gras "cis" et "trans" dans les huiles et les matiéres grasses.
Ahlers S. K. D. et al., [56] ont étudié le degré d’insaturation des acides gras libres purs et
estérifiés. Leur étude est basée sur la mesure de I’intensité des bandes vers 3015 et 967 cm™,
liée respectivement aux groupes =C-H '"cis" et d’élongation, et -CH=CH-"trans" de
déformation. L’intensité des ces deux bandes augmente en fonction du degré d’insaturation.
Le degré d’insaturation des acides gras libres a été souvent mis en évidence par la bande a
3010 cm™, liée 4 la vibration de valence du groupe =C-H "cis". Le dosage de la teneur en
acide gras libre "frans", dans les huiles et d’autres matiéres grasses a été réalisé par Kochhar
S. P. et al. [57] par la méthode de transmission, la bande caractéristique de C-H de la double
liaison "trans" est localisée vers 965 cm™.

En utilisant I’ATR, Belton P. S. et al., [58] ont dosé les acides gras "trans" insaturés dans les
huiles et les mati€res grasses. La bande caractéristique de =C-H "trans" déterminée par
Belton[58] est localisée au voisinage de 976 cm™. O’Connor R. T. [59] a étudié I’insaturation
"cis" et "frans" et il a mené une étude détaillée pour différencier ces deux isoméres.

Dans la pratique, le degré d’insaturation des lipides est apprécié par le dosage de I'indice
d’iode. Cet indice, basé sur une réaction d’addition, peut étre utilisée pour déterminer
quantitativement I’insaturation globale des chaines grasses [60].

Anderson B. A. et al. [61] ont développé une méthode spectroscopique pour déterminer avec

précision le degré d’insaturation des lipides dans les beurres et les huiles. Ces auteurs ont mis

[
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en relation cette méthode avec I’'indice d’iode. La linéarité entre I’absorbance et ’indice
d’iode est vérifiée pour les beurres. Dans une étude similaire, Ahmed N. S. et al. [62] ont
trouvé un coefficient de corrélation significatif (r = 0,97) entre 1’absorbance de la bande a
1015 cm™, due a I’isomérisation "cis-frans" d’un alcéne durant I’hydrogénation, et I’indice
d’iode. Le degré d’insaturation est proportionnel au quotient de 1’intensité de la bande a 3015
cm™ et de celle de la bande 4 2860 cm™. Cette bande est attribuable 4 la vibration de valence
symétrique du groupe CH, [63].

B-Etude de la longueur de chaine des lipides :

Bannon C. D. ef al. [64] ont étudi€ les spectres des acides gras a I’état solide dans la région
1300-1100 cm™. Dans cette région, le nombre de bandes associées aux groupes CHj croit avec
la longueur de la chaine. En effet, ’énergie de chaque groupe CH, est liée 4 son
environnement électronique et moléculaire. Mitcham D. ef al. [65] ont étudié la plage
spectrale de 1250-400 cm™ pour caractériser la longueur de chaine des acides gras. Parkash S.
et al., [66] ont montré que la longueur de la chaine d’un acide gras libre peut étre caractérisée
par la variation de I’intensité de la bande a 720 cm™. En effet, cette bande est attribuable a la
vibration de la déformation du groupe CH,.

C-Dosage des lipides :

Le dosage des lipides dans le lait par la spectroscopie MIR est utilisé depuis longtemps [67].
Le spectre du lait contient des bandes spécifiques des lipides, vers 2857 et 2924 cm™
attribuables aux groupes C—IT des tiacylglycéiols, aiusi yue la bande 3 1745 ¢ atlribuable
a la vibration de valence du groupement carbonyle C=0 des triacylglycérols. Ces bandes sont

mises a profit dans les appareils de dosage a filtres interférentiels [63].

26
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IV-Chimiométrie :

D’une manicre générale, les spectres contiennent des informations qui présentent un intérét
analytique. Cependant, 1’accés a ces informations n’est pas immédiat, et nécessite presque
toujours un traitement mathématique assez complexe. Pour cette raison, il est nécessaire
d’accumuler des spectres de nombreux échantillons et de traiter la collection spectrale ainsi
obtenue par des méthodes chimiométriques [68]. L approche chimiométrique permet
d’exploiter la plus grande partie de I’information sans faire d’hypothéses trop restrictives sur
le plan de la théorie spectrale. On peut classer les méthodes chimiométriques en utilisant deux
criteres trés différents reposant soit sur 1’objectif pratique des méthodes appliquées, soit sur

les domaines de la statistique et de I’intelligence artificielle qui sont mis en ceuvre.

IV- 1-L’Analyse en Composantes Principales (ACP) :

Elle est particulierement adaptée a I'étude exploratoire des données spectrales. Elle permet de
remplacer les variables d’origine, fortement redondantes, par des variables synthétiques, les
composantes principales, qui contiennent la quasi-totalité de l'information, et qui ont
I'avantage d'étre orthogonales entre elles. Ces composantes principales sont des combinaisons
linéaires des variables de départ. A 1'aide de I'ACP, il est souvent possible de condenser la
collection spectrale dans des proportions trés importantes : 20 composantes au maximum sont
en général largement suffisantes pour résumer 92% de 1'information utile, et la taille de la

matrice des données peut étre réduite par un facteur de 10 4 100 ou plus.

Dans I’espace original, la collection spectrale peut étre représentée par un nuage de points
dans un espace a p dimensions. L’ ACP consiste en une rotation (qui conserve les échelles et
les distances entre les spectres). Cette rotation est effectuée de maniére a placer les nouveaux
axes dans la direction de plus grande dispersion du nuage de points. Le premier axe
correspond ulnsl & lu plus grande dispersion du nuage de polnts. Le deuxiéme axe est

orthogonal au premier et tient compte de la plus grande dispersion résiduelle, et ainsi de suite.

Les composantes principales sont donc ordonnées par ordre décroissant de variance
expliquée. Ainsi les composantes principales d’ordre « élevé » expliquent en général trés peu
de variance, et peuvent donc étre éliminées de I’analyse. Les coordonnées des points
repreésentatifs des spectres dans ce nouveau repére sont les coordonnées factorielles. L'intérét
de I'ACP apparait clairement lorsque les variables d'origine présentent de fortes corrélations.

Les données condensées par ACP peuvent servir de variables de base pour d'autres

S S e e T R S S i
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traitements statistiques tels que la régression ou l'analyse discriminante. Pour de nombreuses

méthodes supervisées, 1'orthogonalité des variables rend les calculs numériques trés simples et
plus fiables [7].
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V-Méthode d’analyse et appareillage :

V-1 Préparation des échantillons :

Le but de cette étude est d’examiner ’effet de présence des métaux : fer, cuivre, chrome et

nickel sur la stabilité d’huile d’olive en variant les conditions de stockage.

Pour réaliser ce travail, nous avons plongé une feuille de métal dans I’huile avec une surface

de contact de 1x0.5 cm?.

1. 10 ml de I'huile d’olive extra vierge du marché local est stocké dans des flacons
transparents fermés exposés a la lumiere en présence des métaux choisis.

2. Pour étudier I’influence de la température, nous avons stockés des échantillons dans
des flocons en verre brun pharmaceutiques fermés contenant les métaux cibles a
I’étuve a 60°C et a 25°C a I’abri de la lumiére.

3. L’influence de ’oxygéne est mis en évidence en stockant ’huile dans des flacons

transparents ouverts avec une surface libre oxygéne / huile d’environ 14 cm’.

Dans tous les cas étudiés, nous avons utilisé un témoin (huile extra vierge) dans les mémes
conditions.

Vingt huiles ont été préparées et analysés par la spectroscopie Infra Rouge & Transformée de
Fourier et UV-visible.

T.a matrice d’étude est une huile d’olive extra vierge du marché local qui porte les indications
suivantes :

Tableau-V-1 : Composition de 100 g de I’huile étudiée.

Echantillon Quantité
Total matiere grasse 14 ¢
Matiére grasse 2¢g
Palyinsaturé 15¢
mono insaturé 10 ¢
"Cholestérol 0 mg
Sodium 0 mg
Carbohydrates 0 mg
Protéines 0 mg
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V-2-Méthodes et Appareillage :

V-2-1-Analyse par Infrarouge:

Cette partie est été réalisée au niveau du laboratoire d’analyses industrielles et génie des

matériaux (LAIGM) de I’université de Guelma.

Le spectrometre utilisé est un Spectrum one de Perkin Elmer piloté par un micro-ordinateur

menu d’un logiciel d’acquisition des données Spectrum permettant I’enregistrement des

spectres dans le moyen infrarouge en fonction de la combinaison source /séparatrice/détecteur

utilisée (Figure-V-1).

Figure V-1 : Spectrométre IR a Transformée de Fourier utilisé pour cette étude

Caractéristique de I’appareil :

0y 03 o, o
o o o o e

o,
L4

R
f‘_f

Source : Globar

Séparatrice : KBr

Détecteur : DTGS

Spectre résultant : absorbance
Résolution : 4 cm™
Accumulation pour I’échantillon (Nombre de « scans ») : 5
Limite supérieure d’acquisition : 4000 cm™

Limite inferieure d’acquisition : 450 e

Une goutte de chaque huile eat déposce et bien étalée sur la surface centrale de la pastille en

KBr a I’aide d’un tube capillaire. Le nettoyage de la cellule aprés chaque mesure est effectud

avec le chloroforme.
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Apreés collection des données, les spectres obtenus ont été traité par : Normalisation.

V-2-2 -Analyse par I’Ultraviolet-Visible :

Les mesures par spectroscopie UV-visible sont effectuées a 1’aide d’un spectrophotométre

UV-visible de type : JASCO V-630 équipé d’une cuve en quartz de 1 cm d’épaisseur.

1- Détermination de K232 et K270 :

L’examen spectrophotométrique dans [’ultraviolet a été déterminé selon les protocoles

ci-dessous.

1-1-Mode opératoire :

0.1 g de I’échantillon est dissout dans 10 ml de cyclohexane, aprés homogénéisation on

mesure les extinctions, en utilisant comme référence le solvant employé, aux longueurs

d’ande 232 nm et 270 nm. Tes valenrs d’extinctions spécifiques a4 232 nm et 270 nm sont

calculées selon les formules suivantes :

Abs, + Abs, Absy + Abs,
Roaa= P x10 K210 Px10

9,
5

K232 : extinction spécifique 8 A=232 nm

0y
0.0

K270 : extinction spécifique 4 A=270 nm

¢ P :Prised’essaieng

P,
o

Abs; : absorbance du premier essai

9,
L

Abs 5 : absorbance du deuxiéme essai

Les mesures sont regroupées dans le tableau V-2.
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Tableau V-2 : Mesures des absorbance a A= 232 et A=270 nm.

Echantillons Abs 2232nm |Abs 2 270 nm
EVOO 0.146 0.227
EVOO UV 3.436 1.497
EVOO 60° 3.436 2914
EVOO CrUv 3.524 2.260
EVOO Fe UV 3.524 5.135
EVOO Ni UV 3.524 2121
EVOO Cu UV 3.436 2.797
EVOO Cr 60° 3.524 3.913
EVOO Fe 60° 3.436 3.913
EVOO Ni 60° 3.524 3.913

2-Dosage quantitatif des chlorophylles :

2-1-Principe :

La teneur en chlorophylles dans les huiles et déterminée selon la méthode décrite par Wolf

[60], basée sur une quantification par spectrophotométrie.

2-2-Appareillage :

Nous avons utilis¢é un spectrophotomeétre visible de type: Spectrophotométre Photolab

Spektral WTW balayage 330-800 nm, équip€ d’une cuve de 1 cm d’épaisseur.

2-3-Mode opératoire :

On pése, dans une fiole de 10 ml, 0.1 g d’huile d’olive extra puis on ajoute le cyclohexane
jusqu’au trait de jauge. A I'aide d’un spectrométre, on mesure 1’absorbance a la longueur
d’onde 670 nm. La teneur en chlorophylle dans I’huile est exprimée en milligrammes par

kilogramme de mati¢re grasse et donnée par la relation suivante :

Abs670 x 10°
613 X100 xd

Chlorophylle (co2)
orophylle =
kg

o g
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Avec :

% Abs 670 : absorbance a 670 nm
s d: densité de I’huile

% 613 : coefficient d’extinction de la chlorophylle dans I’huile.
Les mesures sont regroupées dans le tableau V-3.

3-Dosage des caroténoides totaux :

3-1-Principe :

Le B-caroténe, est également le composé le plus abondant et le plus commun dans les corps
gras d’origine végétale. On se base sur le fait que les pigments caroténoides présentent des
structure voisines et donc qu’ils ont tous la propriété d’adsorber la lumiére entre 400 et

500nm.

3-2-Mode opératoire :

Pour quantifier les caroténoides totaux, on utilise la méme méthodologie précédente sauf

qu’on effectue les mesures spectrophotométriques a 470 nm.

Le taux des caroténoides totaux (exprimés en B-caroténe) en mg /100g d’huile est donné par

la formule ci-dessous :

mg) Abs 470 x 10°

T ténoid ( =
eneur en carotenolaes (1e) = 2000 x 100 x d

< Abs 470: Absorbance a 470 nm.
% d : densité de I’huile

% 2000 : coefficient d’extinction B-caroténe dans I’huile.

Les mesures sont regroupées dans le tableau V-3.

(%)
LS
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Tableau V-3 : Mesures des absorbance a A= 470 et 2=670 nm.

Echantillons |Abs a 470 |Absa 670
EVOO 0.233 0.197
EVOO UV 0.161 0.12
EVOO CrUV |0.143 0.097
EVOOFe UV |0.187 0.134
EVOONi UV ]0.18 0.136
EVOOCuUV [0.129 0.083
EVOO 60°C 0.13 0.086
EVOO Cr 60°C |0.204 0.149
EVOO Fe 60°C |0.178 0.151
EVOO Ni 60°C |0.101 0.062
EVOO Cu 60°C | 0.142 0.087

V-2-3- propriétés physicochimiques :

1-Détermination de Pindice de peroxyde :

On introduit 2g du corps gras dans un erlenmeyer auquel on ajoute successivement 10ml de
chloroforme, 15ml d'acide acétique et Iml d'iodure de potassium saturé en agitant,
l'erlenmeyer est abandonné a l'obscurité pendant 5 minutes. Pour arréter la réaction on ajoute
75ml d'eau en présence d'empois d'amidon comme indicateur. Si une couleur violacée
apparait aprés  agitation énergétique, il y a présence de peroxyde.
On fait le titrage immédiatement avec thiosulfate de sodium N/200 jusqu'a disparition de la

couleur violette. On effectue un essai a blanc dans les mémes conditions opératoires.

Ip= (V-V')/m

m : masse en g d’huile d’olive.
V:volume, en ml, de thiosulfate.

V':volume, en ml, de thiosulfate de 1'essai a blanc.

s

-
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2-Détermination de Pindice d’acide :

2-1-Principe :

L'indice d'acide est déterminé par un dosage en retour. Le corps gras réagit avec un exces
connu de potasse alcoolique. L'excés de potasse est alors dosé par une solution d'acide

chlorhydrique. Le corps gras est mis en solution par un solvant organique neutre.

2-2-Mode opératoire :

On pése 2g d’huile d’olive dans un ballon. On ajoute 15 ml d’hexane et deux goute de phénol
phtaléine. Aprés agitation, on dose a I’aide d’une solution de potasse titrée (0.1 N). La fin du

titrage est marginée par persistance du rose.
Aprés on procéde au dosage de ’excés de KOH par HC1 (0.1N) jusqu’au virage a I’incolore.
Pour calculer I'indice d’acide on utilise la relation suivante :

_ V(KOH) xC (KUH) X M (KOH) x10°
m

1A X 100

Avec:

IA : indice d'acide

V(KOII) : volume de solution de KOII cn ml.
C (KOH) : concentration de KOH.

M (KOH) : masse molaire du KOH en g/mol.

o P o

0,
Q.‘

.
0.0

m : masse d'huile d’olive extra vierge pesée en g.

thh



Chapitre VI:
Resultats et discussion
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VI- Résultats et discussion :

Cette étude a été réalisée au laboratoire d’analyse industrielles et génie des matériaux, aprés
préparation, les échantillons sont analysés par Infrarouge Transformé de Fourier et UV-

Visible.

La premiere étape est la confirmation que la matrice étudiée est vraiment une huile extra
vierge ; pour cela nous avons procédé aux analyses physico-chimiques de I’huile en

déterminant I’indice de peroxyde, I’indice d’acidité et les extinctions spécifiques Kj3; et Ka7o.
Les résultats trouvés sont regroupés dans le tableau VI-1.

Tableau VI-1 : Paramétres physico-chimiques de I’huile d’olive extra vierge étudiée.

paramétres I Ip Kos Kamo
Résultats 0.37% 212 0.146 0.227
Norme de | < 1.0 <) 2.3 <0 .25
I’huile d’EVOO

Ces résultats confirment que I’huile étudiée est une huile extra-vierge (EVOO).

VI-1-Analyse par Infrarouge 2 Transformé de Fourier :

L’analysc par IRTF a permis 'enregistrcment ct accumulation des spectres en mode
absorbance. La figure VI-1 donne les spectres d’EVOO (Extra Virgin Olive Oil) exposés a la

lumiere, dans I’étuve et en présence de I’oxygeéne libre.

Figure VI-1 : Spectres d’EVOO exposés a la lumiére, dans 1’étuve et en présence de

I"oxygéne libre.

(%)
(o))



Etude de la stabilité thermique de I'huile d’olive « Effet des métaux »

VI-1-1-Comportement de I’huile en présence du Nickel et Témoin exposés a la lumiére :

Le comportement du nickel dans la lumiére est trés différent de celui du témoin.

Spécialement 1’évolution de la bande vers 1746 cm™ attribuée a la vibration de valence du
groupement C=0 (ester) et la bande 1032 cm™ est attribuée & I’élongation C-O (ester) qui ont
un comportent similaire. Le taux d’ester augmente en présence du nickel aprés une semaine

de stockage contre deux semaines pour le témoin exposé a la lumiére.
La bande 2925 cm™ reste inchangeable pour toutes les conditions de stockage.

On a une diminution de la bande vers 722 cm ™' lié 4 la déformation CH, qui a une relation

directe avec la longueur de la chaine. La présence du nickel favorise les coupures des chaines.

La bande vers 3005 cm™ lié 4 1’élongation symétrique C=C-H « cis » diminue en présence du
nickel comparativement avee le témoin dans les mémes conditions comme le montre la figure

VI-2. Cela peut étre dii aux réactions d’isomérisation.

. P — i 1.5 — e e . .
14 4 .
1.4
i) —&— A 43005 cm-1 12
& A#2925 cm-1 12
4 A& 1746 cm-1 1.1 —8— A 23005 cm’”
3 104 v A& 1032 cm-1 = 104 & Aa2025cm’
s A4912cm-1 = 09 - A 31746 cm”
¥ Aa722 cm-1 N N i
S o8- Ni Ul s "1 v Aaloa2em’
X . & 074 \ v Aa912cm’
m f\\.\ // S 06 <\ // % A3T722em”
= 2 L T ~g A 2 054 N / > Timonin [V
) v.4 ; T s — 04+ v \\u’f ; :‘,-—-._\
v 4 ‘ 03 < ®
¥ ]
024 v 0.2 ” v =
0.1
T T T ] T " T * I T T hi 1 T T T T T T T T 1
-5 1] 5 10 15 20 25 30 35 40 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 40

Temps (Jours)

Temps (Jours)

Figure VI-2 : Evolution des bandes d’absorbance d’huile en présence du nickel et du témoin

exPnsés a la himiére

YI-1-2-Comportement d’huile en présence du Nickel et Témoin dans Pétuve :

Les bandes 3005 cm™, 1032 cm™, 912 cm™, 722 cm™ sont similaires mais d’intensité

différente en présence du nickel comme le montre la figure VI-3.

Le taux d’ester formé aprés deux semaines de stockage est plus grand en présence du nickel

par rapport au témoin dans les mémes conditions.
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Figure VI-3 : Evolution des bandes d’absorbance de I’huile contenant nickel et du témoin

dans I’étuve a 60°C.

VI-1-3-Comportement d’huile en présence du Nickel dans I’obscurité :

Si on compare le comportement de 1'huile d’olive vis-3-vis la présence du nickel stockée a

I’abri de 1a lumiére on observe :

v" Une diminution des bandes visées comme indicateurs d’oxydation a savoir, 3005,

1746, 1032, 912 et 722 cm™ par rapport aux celle observée en présence de la lumiére.

Cette évolution est donnée par la figure VI-4.

1.0 4
] o * * L ]

1.4 4 -

124 —8— A 23005 cm”
T o Aa2925cm’
= 104 Aal746cm’
= v Aal0Zem'
< os Aa912cm’
E — . < —-AaT2em’
= 064 v Ni Obscurité

0.4 " \/

U2~

T T T T T T T T 1
-§ 0 5 10 15 20 a5 30 35 40

Temps (Jours)

Figure VI-4: Evolution des bandes d’absorbance d’huile en présence du nickel a I’obscurité.
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VI-1-4-Comportement de cuivre dans ’huile d’olive :

A T’abri de la lumiére, le comportement du cuivre dans I’huile d’olive est différent par rapport
a celles stockées dans les autres conditions : a I’étuve, en présence d’oxygéne libre et exposée

a la lumiére.

La bande vers 1746 cm™ subit une petite augmentation puis reste constante apreés 37 jours de

stockage dans 1’obscurité.

hsorbance (UA)

1.6+
" 4 1.4
- —8— A 43005 cm” —=—A 33005 cm™
& Aa2925cm’ 12 E ®— Aa2925cm’
4 AdlT6em’ Aal7d6cm’
Aal032em’ 5 10+ v Aal032cm’
Aaolzem” T Aagl2em’
AaT22em’  E 08 < AaT2cm’
= Cu abscurité '1:; g Cu Ul
\. " -g. 085 .\ x
,—/'. g < i e
J 0.4 4 s . —————— :
024 -
s o 5 1w 15 2 2 3 3 40 5 0o 5 10 15 20 25 30 35 40
Temps (Jours) Temps (Jours)
Figure VI-5: Evolution des bandes d’absorbance d’huile en présence du cuivre a I’obscurité
et exposé a la lumiére.
Dans les autres conditions de stockage, cette bande subit une variation notable dans 1’étuve,
en présence d’oxygene et a la lumiére comme le montre les figures VI-5 et VI-6.
164 184
144 : : 144 g V
—=— A 43005cm’ e
124 —&— A42925 e’ 124
4 Aal7d6cm’ - —8— A 43005 cm’”
1.0 Aal032cm’ S 10 2 Aa2925cm’
Aa9l2em’ ¥ A&1746cm”
05 AaT2em’ S 08+ v Aal03Zem’
Lt = =, Aanzem’
054 < \ —— & 087 \ -AaT22em’
L = 4 X Jpe T— LU ehive
0.4 R 0.4 v s
: S e
02 024 v -
5 S w1 om0 40 5 0 5 0 15 20 25 30 38 40
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Figure VI-6: Evolution des bandes d’absorbance d’huile en présence du cuivre dans I’étuve

el en présence d’oxygene libre.
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VI-1-5-Comportement de Chrome dans ’huile d’olive :

D’apres les figures VI-7 et VI-8, le comportement du chrome différe selon les conditions de

stockage surtout I’action de la lumiére.

Cette différence est mise en évidence par le suivi de I’évolution des bandes 722,
912,1032 ,1746 et 3005 cm™.
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Figure VI-7: Evolution des bandes d’absorbance d’huile en présence du chrome a I’obscurité
et exposée a la lumicre.
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Figure VI-8: Evolution des bandes d’absorbance d’huile en présence du chrome dans |"étuve

el en présence de 1'oxygéne libre.

VI-1-6 -Comportement du Fer dans I’huile d’olive :

Pour le fer le maximum d’oxydation est observé aprés une semaine de stockage a I'étuve a
60 °C suivi de I’intensité de la bande vers 3005 cm™ attribuée a I’élongation symétrique
C=C-H «cis », son intensité est proportionnel au nombre de double liaisons. On observe une

diminution de la longueur de la chaine (722 ¢cm™) et une augmentation du taux de groupement

40
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1
1
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carbonyle (1746 cm™) aprés une semaine de stockage. Comme le montre les figures VI-9 et

VI-10.
15 - . St gt .. L
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Figure VI-9: Evolution des bandes d’absorbance d’huile en présence du fer a ’obscurité et

Figure VI-10: Evolution des bandes d’absorbance d’huile en présence du fer dans I’étuve a
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VI-2-Comparaison catre les différents métaux dans I’étuve et exposé 3 la lumidre 3 1746

em!

A I’étuve, le comportement du fer dans I’huile d’olive est différent par rapport aux autres

métaux : cuivre, nickel, chrome et celui du témoin (figure VI-11).
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Figure VI-11: Evolution des bandes d’absorbance des huiles en présence du fer, nickel,

cuivre, chrome et le témoin & 1746 cm™ dans 1’étuve.

En se basant sur I’évolution de la bande carbonyle vers 1746 cm™ donnée par la figure ci-

dessus on peut conclure :

% Le taux de carbonyle augmente dans I’huile en présence de fer juste aprés le stockage
(moins d’une semaine).

% En présence des autres métaux, I’huile s’oxyde aprés quinze jours de stockage mais
pas de la méme accentuation. Elle est plus grande pour le cuivre, suivi du nickel et

plus faible pour le chrome.

A la lumiére, I’huile s’oxyde plus facilement en présence du fer, nickel, cuivre et en derniére

position le chrome (figure VI-12).

1.46
1.44 ~
1424
—&— Témoin UV
¢« —&—CulV
Niuv
Cruv
FeUV
1746 em” UY
/.
¢ .
E
v
T T T ¥ T T T ¥ T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Temps(Jours)

Figure VI-12 : Evolution des bandes d’absorbance des huiles en présence du fer, nickel,

cuivre, chrome et le témoin & 1746 cm™ exposées a la lumiére.
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Vi-3-Comparaison entre les différents échantillons en présence des métaux dans 1’étuve

et exposés 3 la lumiére 2 3005 cm™ et 722 cm:

Pour confirmer ce comportement vis-a-vis 1’oxydation, nous avons étudié 1’évolution des

bandes vers 3005 cm™ et 722 cm™ donnée par les figures VI-13 et VI-14.

i —8— Témoin UV 1.0+
% ] @ CulV
R NiUV 0.9 —&— Témoin étuve
08 1 Cruy —=&— Cu étuve
o Fe UV 0.8 Ni étuve
= o7 3005 coi” UV = v Crétuve
;‘l 1 2 o7 Fe étuve
3 0.6 - B F005 cni’ étuve
E. S 06
= 0.5 =
2 | 2
= = 054
0.4 -
0.3 - 044
0.2 v 0.3 o
T L T % T L T T T T 1 T T T T T T T 1
-5 ] 5 10 15 20 25 35 40 -5 5 10 15 20 25 30 as 40

Temps(Jours)

Temps (Jours)

Figure VI-13: Evolufion des bandes d’absorbance des échantillons du fer, nickel, cuivre,

chrome et le témoin 4 3005 cm™ exposés a la lumiére et dans 1’étuve.

-Le témoin se comporte de la méme fagon dans la lumiére et le chauffage dans I’étuve a 60°C.

-En suivant I’évolution de la bande vers 3005 cm™ attribuée a I’élongation symétrique C=C-H
« cis » dans I’étuve, aprés 37 jours de stockage tous les métaux se comportent de la méme

fagon mais 'action de la lumiére est ditférente.
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Figure VI-14: Evolution des bandes d’absorbance des échantillons en présence du fer, nickel,

cuivre, chrome et le témoin & 722 cm™ exposés a la lumiére et dans ’étuve.
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- A 722 cm™, le témoin se comporte de la méme fagon vis-a-vis la lumiére et le chauffage
dans I’étuve a 60°C. Les autres métaux ont un comportement tout a fait différent par rapport

aux deux conditions, mais dans tous les cas, ’intensité de la bonde diminue aprés 37 jours de

stockage.

VI-4- Etude par Ultraviolet-Visible :

L’étude par ultraviolet-visible est réalisée au niveau du laboratoire pédagogique du

département sciences et techniques de I'université de Skikda.

Vi-4-1-Détermination du coefficient d’extinction K232 :

La mesure par spectroscopie UV-visible permet la détermination de I’absorbance UV a 232
nm, corrélée a la présence de forme diénes conjuguées, qui apparaissent sur des acides gras
comportant au moins deux double liaison. L’examen spectrophotométrique dans 1’ultraviolet
peut fournir des indications sur la qualité d’unc huile, sur son état de conservation et sur les

modifications dues aux processus lechuologiyues.
Les résultats obtenus sur les échantillons étudiés sont portés dans le tableau VI-2.

VI-4-2- Détermination du coefficient d’extinction K270 :

La classification des huiles d’olive vierge tient compte des critéres physicochimiques, mais
aussi des caractéristiques organoleptiques, de maniére a assurer aux consommateurs un
produit de qualité, particuliérement sur le plan sensoriel. Les résultats obtenus sur les

échantillons étudiés sont portés dans le tableau VI-2.
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Tableau VI-2 ;: Mesures des coefficients spécifiques K232 et K270.

Echantillons K232 K270
EVOO 0.146 0.227
EVOO UV 3.436 1.497
EVOO 60°C 3.436 2914
EVOO Cr UV 3.524 2.260
EVOO Fe UV 3.524 3135
EVOO Ni UV 3.524 2.121
EVOO Cu UV 3.436 2.797
EVOO Cr 60°C 3.524 3913
EVOO Fe 60°C 3.436 3.913
EVOO Ni 60°C 3.524 3.913

Signalons que le chauffage de I’huile d’olive extra vierge provoque la formation des systémes
conjugués (triénes conjugués) par migration des doubles liaisons le long de la chaine grasse.
Ces derniers absorbent également a la longueur d’onde 270 nm et devient non propre 2 la

consommation.

En effet I"extinction spécifique & 232 nm et & 270 nm d’une huile peut &tre considérée comme
une image de son état d’oxydation. Plus son extinction & A 232 nm est forte, plus elle est
peroxydée. De méme plus I’extinction & A 270 nm est forte, plus elle est riche en produits

d’oxydation secondaire et traduit une faible aptitude a la conservation.

Les métaux se comportent de la méme facon dans 1’étuve, on assiste au dernier stade

d’oxydation aprés deux mois de stockage dans I’étuve.

D’aprés les résultats de calcul de K232 et K270 ; I’oxydation est plus poussée en présence de

fer suivie du cuivre, chrome et en derniére position le nickel.
VI-4-3- Teneur en caroténes :

Les teneurs en caroténe, des échantillons étudiés exprimée en mg par kilogramme d’huile

d’olive sont calculées a partir de 1’absorbance a 470 nm.

Les teneurs en caroténe des huiles extra vierge sont portées da le tableau VI-3.
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VI-4-4- Teneur en chlorophylles:

Les chlorophylles sont des substances colorantes de I’huile d’olive, elles jouent un rdle

important dans I’activité oxydante du produit.

Les teneurs en chlorophylles, des échantillons étudiés exprimées en mg par kilogramme de
I’huile d’olive sont calculées & partir de I’absorbance a 670 nm et les résultats trouvés sont

portés dans le tableau VI-3.

Tableau VI-3 : Mesures des teneurs en caroténe et en chlorophylle.

Echantillons Taux de caroténe Taux de chlorophylle
(mg /kg) (mg/kg)

EVOO 1271 3.506
EVOO UV 0.878 2.136
EVOO 60°C 0.709 1.530
EVOO Cr UV [0.780 1726
EVOOFe UV [1.020 2.385
EVOONi UV [0.982 2.420
EVOO CuUV |0.703 1.477
EVOO Cr 60°C |1.113 2.652
EVOO Fe 60°C [0.971 2.68
EVOO Ni 60°C |0.551 (1103
EVOO Cu 60°C | 0.774 1.548

L’huile d’olive extra vierge exposée 4 la lumiére et chauffée a I’étuve a 60°C subit une

réaction de dégradation des pigments (chlorophylles et caroténes).

A la lumiére et en présence du métal, la dégradation des caroténes et des chlorophylles dans
’huile est plus grande en présence du fer suivie du nickel, chrome et en fin en présence du

cuivre.

A I’étuve, on assiste a un inversement d’ordre, la dégradation est plus grande en présence du

[er suivie du chrome, cuivre et en fin en présence du nickel.




titude de la stabilite thermique de ['huile d’'olive « Effet des métaux »

m
VI-5-Etude par analyse en composantes principales (ACP) :

Pour faire une classification des échantillons étudiés et pour caractériser I’influence de
présence des métaux, les données spectrales sont traités par I’analyse en composantes
principales dont le but d’obtenir un petit nombre de variables latentes en prenant en compte la
plus grande variabilité de systéme. L’étude est basée sur le choix de vingt-deux variables

initiales (absorbance a une longueur d’onde).

VI-5-1-Comportement des témoins exposés a la lumiére et en présence de ’oxyséne
m a il s 4 1a lu np

libre:

» D’aprés la figure VI-15, on peut discriminer les échantillons selon la droite D en trois
groupes : témoins extra vierges, témoins UV et témoins O».
» L’oxydation du témoin exposé a la lumiére est plus poussée que celle du témoin en

présence de I’oxygeéne libre.
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5]
2
! Té UV18/03
-5.0 25 0.0 25 5.0 7.5 10.0
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Figure VI-15: Projection du témoin exposé a la lumiére et dans I’airc (O,) dans le premier

plan factoriel.

VI-5-2-Comportement du témoin exposé 2 la lumiére et dans I’étuve :

» D’apres la figure VI-16, on peut ordonner les échantillons en trois groupes selon la

droite D : témoins extra vierge, témoins UV et témoins étuve.

B
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» L’oxydation des témoins UV est plus poussée que celle des témoins dans 1’étuve.
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o
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Figure VI-16: Projection des témoins exposés a la lumiére et dans I’étuve dans le premier

plan factoriel.

VI-5-3-Comportement des échantillons en présence du_cuivre dans différents

conditions :

-Dans ce cas on observe un point aberrant qui représente 1’échantillon contenant le cuivre

analysé le 17 mars (Cul7/03).
- D’apr¢s la figure VI-17, on peut constituer quatre groupes :

» Le premier est celui des témoins extra vierge dans 1’obscurité qui n’est pas oxydé.

» Le deuxiéme celui des échantillons contenant du cuivre a I’obscurité, qui est
moyennement oxydé.

» Le troisiéme est fortement oxydé, il contient les échantillons en présence du cuivre
dans I’étuve, exposé a la lumicre et en présence de 1’oxygéne libre.

» Le demnier est celui des témoins mis dans 1’étuve et exposé a la lumiére.
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Figure VI-17: Projection des échantillons contenant le cuivre 4 1’obscurité, exposé a la

lumiére, mis dans I"étuve et dans 1aire (O;) dans le premier plan factoriel.

VI-5-4- Comportement des échantillons en présence du nickel dans différents

conditions :

-Les échantillons contenant du nickel sont projetés dans le premier plan factoriel (la figure
VI-18).

-On peut observer un point aberrant qui représente 1’échantillon contenant le nickel analysé le

14 avril (Ni 14/04).
-Dans cette projection on classe les échantillons en trois groupes :

> Le premier réuni les témoins extra vierge dans 1’obscurité non oxydé.

» Le deuxiéme englobe les échantillons en présence du nickel : exposés a la lumiére et
mis dans I’étuve a 60°C.

» Le troisiéme réuni les huiles en présence du nickel dans I’obscurité et les témoins dans

I’étuve et exposés a la lumieére.
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Figure VI-18: Projection du nickel a I’obscurité, exposé a la lumiére, mis dans I’étuve et dans

I"aire (O7) dans le premier plan factoriel.

VI-5-5- Comportement des échantillons en présence du fer dans différents conditions :

-En étudiant les données spectrales par analyse en composantes principales, nous avons pu

faire cette classification en se basant sur la figure VI-19.

» Le premier contient les témoins extra vierges non oxydés a 1’obscurité.

> Le deuxiéme est celui des témoins exposés a la lumiére et chauffés a 60°C et I’huile
contenant le fer stockée dans I’étuve a 60°C qu’on peut les considérer comme
fortement oxydés.

> Le troisiéme est moyennement oxydé, contient les autres échantillons.

-On peut observer un point aberrant qui représente 1’échantillon contenant le fer analysé le 18

mars (Fe 18/03).
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Figure VI-19: Projection des échantillons en présence du fer & I’obscurité, exposé a la

lumiére, mis dans I’étuve et dans 1’aire (O,) dans le premier plan factoriel.

VI-5-6- Comportement des échantillons en présence du chrome dans différents

conditions :

- Une comparaison des échantillons d’huiles d’olive extra vierges contenant une feuille de

chrome stockés dans I’obscurité, 1’étuve, en présence de ’oxygéne libre et exposés a la

lumiére a été réalisée. Le résultat est donné par la figure VI-20.

-On peut observer un point aberrant qui représente I’échantillon contenant le chrome analysé
le 8 avril (Cr 8/04).

-D’aprés la figure, on peut distinguer trois groupes :

Le premier est celui des témoins extra vierges non oxydés mis a ’obscurité.

Le deuxieme renterme l’ettet du chrome et des témoins dans les mémes conditions

(I’obscurité, exposée a la lumiere, dans 1’étuve et dans 1’aire). Il est moyennement

oxydé.

Le troisiéme englobe les témoins dans I’étuve et exposés a la lumiére.

wLh
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Figure VI-20: Projection des échantillons en présence du chrome a I’obscurité, exposés a la

lumiére, mis dans 1’étuve et dans Iaire (O,) dans le premier plan factoriel.

VI-5-7-Comparaison des effets des métaux :

1- Influence du Cuivre et Nickel sur ’huile d’olive dans I’obscurité :

-Dans ce qui suit, nous allons comparer la présence du cuivre et du nickel dans I’huile d’olive

extra vierge stockée a ’obscurité et les résultats trouvés sont donnés dans la figure VI-21.

* Drapres la figure, I’échantillon huile contient le cuivre 17 mars apparait toujours
comme un point aberrent.
» L’analyse en composante principale montre que 1’oxydation en présence du nickel est

plus poussée que celle du cuivre dans I’obscurité.




Etude de la stabilité ther migue de ['huile d’olive « Lffc"e’ des métaux »

(Cw/Ni) Obscurité
4- ]
Ni 10/03
- 1 R 7/04
§, (D)
& 1 Ni 14/04
g 0 e
Y
] o oNi 17/03 Eu 17)03
3 .14 °Cu 14/04 u
1
1)
24 *Cu 10/03
-34
-5.0 2.5 0.0 2.5 5.0 7.5
Premiére Composante

Figure VI-21 : Projection des échantillons contenant le cuivre et le nickel & 1’obscurité dans

le premier plan factoriel.

2- Influence du Cuivre et Fer sur ’huile d’olive dans I’obscurité :

-Si on compare I’effet oxydatif du cuivre et du fer sur ’huile d’olive extra vierge dans

I’obscurité on obtient :

» D’aprés la figure VI-22, ’échantillon d’huile contenant du cuivre analysé le 7 avril est
mal représenté par I’analyse en composante principale, les autres sont bien classés.

» L’analyse en composante principale a montré que I’oxydation en présence du fer est
plus grande que celle du cuivre car ces demniers sont plus proches des témoins extra

vierges.
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Figure VI-22 : Projection des échantillons contenant le cuivre et le fer a I’obscurité dans le

-En étudiant I"effet du chrome et cuivre dans ’oxydation de I’huile d’olive, on peut conclure :

» D’apres la figure VI-23, on observe une nette séparation des échantillons selon la

premier plan factoriel.

3-Influence Cuivre et Chrome sur Ihuile d’olive dans I’obscurité :

droite D, qui a une pente négative.

» On peut constituer trois groupes : les témoins extra vierges, huiles en présence dn

cuivre et les huiles en présence du chrome.

» L’oxydation de ’huile extra vierge en présence SE chrome et plus poussée que celle en

présence du cuivre dans I’obscurité.
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Figure VI-23 : Projection des échantillons contenant le cuivre et le chrome 4 1’obscurité dans

le premier plan factoriel.

4-Influence du Nickel et Chrome sur I’huile d’olive dans ’obscurité :

-La comparaison des effets du nickel et du chrome dans I’huile d’olive extra vierge dans

I’obscurité a permis d’observer :

» Les deux points représentatifs des échantillons Cr 18/03 et Ni 7/04 sont des points
aberrants.

» D’aprés la figure VI-24, on observe une séparation des échantillons selon la droite D
de pente positive, on peut distinguer trois groupes : témoins extra vierges, échantillons
contenant le nickel et échantillons contenant le chrome.

» L’oxydation est plus forte en présence du chrome que celle en présence du nickel dans

I’obscurité.
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Figure VI-24 : Projection des échantillons contenant le nickel et le chrome a I’obscurité dans

le premier plan factoriel.
S-Influence du Fer et Chrome sur I’huile d’olive dans I’obscurité :
-A P’obscurité, I’effet du fer est différent par rapport 4 la présence du chrome dans 1’huile.

-Pour mieux voire ces différences, nous avons (racé la projection des échantillons dans le

premicr plan factoricl (figure VI-25).

> On a deux points aberrants représentatifs des échantillons Fe 15/04 et Cr 18/03.

» D’aprés la figure, on peut constituer trois groupes : témoins extra vierges, échantillons
contenant du fer et échantillons contenant du chrome selon la droite D de pente
négative.

» [1’oxydation est plus poussée dans le chrome que celle du fer dans I’obscurité.
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Figure VI-25 : Projection des échantillons contenant le fer et le chrome a I’obscurité dans le

premier plan factoriel.

6- Influence du Cuivre et Chrome sur ’huile d’olive exposée a la lumiére :

- Si on compare I’effet oxydatif du cuivre et du chrome sur I’huile d’olive extra vierge

exposée a la lumiére on obtient :

> Selon la droite D de pente négative, on peut grouper les échantillons en trois groupes:
témoins extra vierges, échantillons en présence du cuivre ct échantillons en présence
du chrome.

> D’aprés la figure VI-26, I’oxydation du chrome est plus poussée que celle du cuivre

exposée a la lumiére.
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Figure VI-26 : Projection des échantillons contenant le cuivre et le chrome exposée a la

lumiere dans le premier plan factoriel.

7-Influence du Nickel et Chrome sur I’huile d’olive exposée a la lumiére :

- En étudiant I’effet du nickel et chrome, on peut conclure :

» On peut engendrer trois groupes selon la droite D de pente négative : témoins extra
vierges, echantillons en présence du nickel et échantillons en présence du chrome.
» Dr’aprés la figure VI-27, I’oxydation de I’huile en présence du chrome est plus poussée

que celle en présence du nickel.
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Figure VI-27: Projection des échantillons contenant le nickel et le chrome exposée a la

lumiére dans le premier plan factoriel.

8- Influence du Nickel et Fer sur ’huile d’olive exposé a la lumiére :

» L’analyse en composantes principales a permis de trier, d’aprés la figure VI-28, les
€chantillons en trois groupes: témoins extra vierges, échantillons avec nickel et
échantillons avec fer.

> A la lumiére, I’oxydation du fer est plus grande que celle en présence du nickel cela

est confirmé par la distance enlie (€moin-nickel el (émoin-fer,
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Figure VI-28 : Projection des échantillons contenant le nickel et le fer exposés a la lumiére

dans le premler plan factoriel.

9- Influence du Fer et Chrome sur huile d’olive exposée a la lumiére :

» L’analyse en composantes principales a permis de classer les échantillons selon la

droite D de pente positive en trois groupes : témoins extra vierges, échantillons avec le

fer et échantillons avec le chrome.

» D’aprés la figure VI-29, I’oxydation du chrome est plus forte que celle du fer.

Deuxieme Composante
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Figure VI-29 : Projection des échantillons contenant le fer et le chrome exposée a la lumiére

dans le premier plan factoriel.
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10-Témoin et influence du Chrome exposé i la lumiére :

» Le point Cr UV 8/04 est un point aberrant.

» D’apres la figure VI-30, on peut classifier les échantillons selon la droite D en trois
groupes : témoins extra vierges, témoins UV et huiles en présence du chrome UV.

» L’oxydation de I’huile contenant du chrome est plus poussée que celle du témoin dans

les mémes conditions.

(Témoin/Cr)UV
3+ ®
Cr uvg/04
(D)
3 , @
‘§ Té UV18/03
g
§
o
|
3
]
3
o -2
Q
34 = Témoin
o Témoin
-4‘- T T T T T T
-5.0 -2.5 0.0 25 5.0 7.5 10.0
Premiére Composante

Figure VI-30 : Projection des échantillons contenant le témoin et le chrome exposée a la

lumiére dans le premier plan factoriel.

11-Témoin et huile contenant du Cuivre en présence d’oxygéne libre (0,):

La figure VI-31 donne la projection des échantillons : huile extra vierge pris comme témoin et
celle en présence de 1’oxygéne libre. Cette derniére montre I’huile d’olive extra vierge
s'oxyde en présence du cuivre et surtout en présence d’une quantité suffisante d’oxygeéne
libre.
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Figure VI-32: Projcction des échantillons d’huile en présence du cuivre 3 I’ohscurilé e

exposée a la lumiére dans le premier plan factoriel.

2-Comportement des échantillons contenant du Cuivre dans Pobscurité et en présence

d’oxveoéne libre :

La Projection des échantillons contenant du cuivre a I’obscurité et en présence d’une quantité

suffisante d’oxygene dans le premier plan factoriel est donnée par la figure VI-33.
Cette derniére montre que :

» L’échantillon Cu 17 mars est un point aberrant.
» Une nette séparation des échantillons selon la droite D qui a une pente positive.
» L’oxydation est plus forte en présence du cuivre est particuliérement lorsqu’elle est

mis en contact d’une suffisante d’oxygéne libre.
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Figure VI-33: Projection des échantillons d’huile avec le cuivre a I’obscurité et en présence

d’oxygene dans le premier plan factoriel.

3-Comportement de ’huile en contact direct avec le Cuivre dans Pobscurité et dans

Pétuve :

La projection des échantillons d’huile avec le cuivre a I’obscurité et dans I’étuve dans le

premier plan factoriel est donnée par la figure VI-34. Cette figure montre que :

»  L’échantillon Cu 17 mars Dans 1'éluve est un point aberrant.

»  Une nette séparation des échantillons selon la droite D qui a une pente positive.

> Classification en trois groupes : témoins, huiles avec cuivre dans ’obscurité et huile
avec cuivre dans I’étuve.

» L’oxydation du cuivre dans I’étuve est plus poussée que celle du cuivre dans

1’obscurité.
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Figure VI-34: Projection des échantillons d’huile avec le cuivre a I’obscurité et dans 1’étuve

dans le premier plan factoriel

4-Comportement de ’huile avec le Cuivre exposé 4 la lumiére est dans I’étuve :

La projection des échantillons contenant du cuivre exposé a la lumiére et dans I’étuve dans le
premier plan factoriel est donnée par la figure VI-35. Les échantillons d’huile contenant du

cuivre dans I’étuve a 60°C est exposés a la lumiére se comportent de la méme fagon.
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Fignre VI-35 : Projection des échantillons cuivre exposé a la lumiére et dans I’étuve dans le

premier plan factoriel.
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S5-Comportement de ’huile en présence du Nickel dans ’obscurité et dans I’étuve :

» Dr’apres la figure VI-36, il ya deus points aberrants : Ni 18/03 dans 1’étuve et Ni 7/04.
» Dans cette projection on distingue trois groupes : témoins, huile en contact avec le
nickel dans I’obscurité et en contact nickel dans 1’étuve.

» L’oxydation du nickel dans I’étuve est plus grande dans I’étuve que dans 1’obscurité.
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Figure VI-36: Projection des échantillons contenant du nickel a I’obscurité et dans 1’étuve

dans le premier plan factoriel.
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Conclusion

La présence des métaux dans des systémes complexes tels que les aliments induit
divers problémes comme I'oxydation des lipides ou la précipitation d’autres composés

présents dans la matrice.

L’objectif de cette étude qui visait a identifier les étapes clés du procédé d’oxydation
de I'huile d’olive catalysée par des métaux de transition peut &tre atteint en utilisant la
spectroscopie infra rouge a transformée de Fourier, IRTF, comme une approche rapide
d’évaluation de la qualité.

La spectrométrie IRTF appliquée aux huiles étudiées a montré que la zone affectée par
I’oxydation englobe les bandes d’absorption correspondant 4 la vibration de valence du
groupement C=0, I’élongation C-O, la déformation CH; et I’élongation symétrique C=C-H
« cis ». Ces évolutions sont liées principalement a ’évolution du degré d’oxydation d’huile
d’olive extra vierge et a la diminution de la longueur relative des chaines carbonées.

L’examen spectrophotométrique dans le domaine ultraviolet peut fournir des
indications sur la qualité d’une huile et sur son état de conservation en calculant les indices de
qualité : K232 et K270. Cet examen a montré que ’oxydation est plus poussée en présence du
fer suivie du cuivre, chrome et en derniére position le nickel. Les métaux se comportent de la
méme fagon dans I’étuve, on assiste an dernier stade d’oxydation aprés deux mwois de
stockage.

A la lumiére et en présence du métal, la dégradation des caroténes et des chlorophylles
dans I’huile est plus grande en présence du fer suivie du nickel, chrome et en fin en présence
du cuivre. A I’étuve, on assiste a un inversement d’ordre, cette dégradation est plus grande en

présence du fer suivie du chrome, cuivre et en fin en présence du nickel.

Les deux modes d’interprétation des données spectrales sont complémentaires Ta
méthode des indices ¢l TACP porwellenl de comparer simplement différents dchantllons

ayant subi ditfé€rents traitements.

Les résultats des analyses statistiques montrent que ’oxydation d’une huile d’olive extra

vierge est plus poussée dans 1’étuve suivie de 1’action de la lumiére et en fin I’oxygene libre.
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A labri de la lumiére, la présence des métaux de transitions dans I’huile d’olive catalyse la
réaction d’oxydation. Cette derniére est plus grande dans le cas du fer, chrome, nickel et
cuivre.

Pour mieux décrire le comportement des métaux vis-a-vis de I’oxydation de I’huile d’olive

extra vierge nous proposons d’approfondir I’étude statistique en utilisant I’analyse

discriminante.
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