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Resume

Dans une premiére partie de ce travail, la présence d’huile alimentaire "huile de
tournesol, huile de colza, huile de mais et huile de soja" dans I’huile d'olive a été détectée par
spectroscopie IRTF couplée avec des méthodes chimiométriques. Elle fournit une méthode
rapide et efficace pour détecter 1'adultération de I’huile d'olive avec huile alimentaire. Par
conséquent, les données spectrales ont subi une analyse des moindres carrés partiels PLS et
I'analyse en composantes principales ACP. Le PLS est capable de corréler le changement de
transmittance spectrale et la concentration d'huile alimentaire tout en concourant a d'autres
spectres qui peuvent perturber les spectres analysés. La performance du modéle a été évaluée
par le coefficient de détermination R? et I'erreur quadratique moyenne de validation croisée
RMSECV. Les données analytiques ont été disposées dans une matrice contenante 17

variables a 12 concentrations d'échantillonnage.

Dans la deuxiéme partie de ce travail nous avons présenté une etude la stabilité
oxydative des différents échantillons d'huile d'olive vierge récoltés dans le nord-est de
I'Algérie en fonction de leurs changements structuraux dans les constituants, suivis par les
changements de leurs spectres IRTF et de leurs paramétres physico-chimiques. Les analyses
sont effectuées régulierement tous les 30 jours pendant une année a travers Kzz2, Koo, teneur
en caroténoides et chlorophylles, acidité libre et indice de peroxyde, spectres IRTF pour les
échantillons d'huile d'olive vierge et pour les échantillons d’huile d’olive avec une petite
quantité d'acide citrique dans I'eau 1/1000 comme antioxydant. 1l est connu que la qualité de
I'nuile d'olive est considérée en ce qui concerne les valeurs sans aucun additif. Méme si le
Conseil oléicole international interdit I'inclusion d'additifs dans I'huile d'olive; la présence
d'une solution diluée (jusqu'a 1 %o en volume) d'acide citrique, améliore la stabilit¢ de I'huile
d'olive contre les effets destructeurs des peroxydes. La spectroscopie IRTF combinée a
I'étalonnage multi-varié a été utilisee pour I'évaluation de l'auto-oxydation de I'huile d'olive
vierge. Le modele PLS correle les valeurs estimées réelles et IRTF du temps de stockage avec

un coefficient de détermination élevé.

Mots clé: Huile d’olive; Huiles alimentaires; Adultération; Auto-oxydation;

Spectroscopie IRTF ; Méthodes chimiométriques.



Abstract

In the first part of this work, the presence of edible oil "sunflower oil, rapeseed oil, corn oil
and soybean oil" in olive oil was detected by FTIR spectroscopy coupled with chemometric
methods. It is a quick and effective method for detecting the adulteration of olive oil with
edible oil. Therefore, the spectral data were analyzed by PLS partial least squares analysis and
PCA principal component analysis. PLS is able to correlate the spectral transmittance change
and its dietary oil concentration at the same time contributing to other spectra that can disrupt
the analyzed spectra. The performance of the model was evaluated by the coefficient of
determination R2 and the mean squared error of cross validation RMSECV. The analytical

data was arranged in a matrix containing 17 variables at 12 sampling concentrations.

In the second part of this work we presented a study on oxidative stabilities of the different
samples of virgin olive oil which are harvested in northeastern Algeria. This study has
conducted according to the samples’ structural changes in constituents, followed by changes
in their FTIR spectra and their physicochemical parameters. Analyzes are performed regularly
every 30 days for one year through Kz, Ka7o, carotenoid and chlorophyll content, free acidity
and peroxide index, FTIR spectra for virgin olive oil samples and olive oil samples with a
small amount of citric acid in 1/1000 water as an antioxidant. It is known that the quality of
olive oil is considered with regard to values without any additives. Although the International
Olive Council prohibits the inclusion of additives in olive oil; the presence of a dilute solution
(up to 1 %o by volume) of citric acid improves the stability of olive oil against the destructive
effects of peroxides. FTIR spectroscopy combined with multi-varied calibration was used for
the evaluation of auto-oxidation of virgin olive oil. The PLS model correlates the estimated

real and FTIR values of the storage time with a high coefficient of determination.

Keywords: Olive oil; Edible oils; Adulteration; Auto-oxidation; FTIR spectroscopy;
Chemometric methods.



el

D5 )y omadil) dhe <y ) aladall Cyj asas e ol ai (Jaad) 138 e Y1 s sl

cils A IRTF il Jalaill Aol 5 (3 31 <y ilise (3 " geall J 68 < 55330 <y el

pladall e st il )y (i e CalSI Allad 5 day s A8yl AN e38 2aE | A e saasS 3ok
z35ai ki ACP Y LS yall 5 PLS a5 Lelidas 5 Apaydal) cilibad) Jlasin o3 Gl

) sy ) ki B s LS plaall 3 A€ 5 5 Al LG 3 o Jaa 3 OJPLS

& RMSECV 5 R? waaill Jalae J3A (e 3 saill elal i i, Jalal) Ciladal a3 ) (5 AY)

A 12 5855 5 e 17 (Ao (5588548 a8 dldail) bl (s 5

Clise 48y P e ganslill 8 e dul o et Jaall 138 e (SUD ¢ 3al)
o2 (5S¢ all Bk Jladi (e ddlide (Bl (e Lgmaa o3 (Al S 5030 Cu ) (e ddlia
il Aalal) 4laSH 4l i) plaal) <l i s IRTF il il juad dalia SIS (e 481l
Kogp o8 Bue il Jleaaiad JOA (e - 40033 La gy 30 JS - dabaia 48y ylay el ilinal) Julas
Ol )y il IRTF Sl e 5 50l o8 5 5 al da gasd) (Jid g 510 5 25355 IS (Kipgg
slall (e 1000 /1 (A chindl (aes (50 8 jpa BaaS g da g jaall G5l Cyy Clie 5 S
e Lands (il (ol 050 4813 Gailiadn o s 3l Gy Baga O aladl ae 32083 AlaaS
s N e s o5l ) (8 Adlias o) ge i) aes A (st ol (sall Gula) Clua s
D) Geng @y i) (aes (e (paadl Cus (e %0 1 (A daall) Caitie J slae ddlial 8 Gl (4
S 5 ull s penall JBYI (g 05330 3

 IRTF ikl Jalail) ; dlakl) 3ausY) ¢ Eal) ekl gy oz sl Cu) -Aalidall culalsl)
Adla s 3,k



Table des matiéeres

Dédicace

Remerciements

Résumé

Abstract

Uasle

1] 001 0T UL SRRSO PO RPN i

LiSte deS @DMEVIALIONS .......oveiiiiiiiiiiieee e bbbttt bt enes iii

LISEE ES TIQUIES ... bbbttt b bbbt %

LiSte deS tADIAUX ....eeivieiiee e e vii

INtrOAUCTION GENETAIE ..ottt te e e e te e e e eenreenas 1

PARTIE |

Etude bibliographie

I. Généralités sur les huiles aliMENTAITES.........ccccviiiiieie s 3
1.1 LesS lipides aliMENTAITES........ccveieiie ettt e enre e anes 3
[.2 Définition d’une huile aliMENTAITE .........cccviiiiiiie e 3
1.3 Composition chimique des huiles alimentaires..............cccovveveeveieeve e 3
1.4 Caractéristiques de quelques huiles alimentaires...........cccocveveeveiieve e 5

I1. Les NUIIES AlIMENTAITES .......ccuveieiiie ettt 5
L1 HUIIE dE tOUMNESOL .......ieeee ettt esre e nreeneeanes 5
L2 HUIIE B MAIS ...ttt e st e e e neenreeneeanes 6
TL3 HUIIE B COIZA ...t nre e anes 7
1.4 HUTIE 08 SOJA ...ttt bbbt bbbttt 8
ILS HUILE A OLIVE 1reveiiieiiiiiititiee ettt e e e s e et e e e e e e s s s bbb b e e e e e eeeesssnabbbreeeeeeensans 9

III. Adultération d’huile d’OlIVE .......eviiiiiiiie e 22

IV. Oxydation des huiles (oxydation des HPIdes) ........ccccereieiiriiiiniiiiee e, 23
IV.1 Définition de I’oXydation .........cocveiiieiiiiieceee e 23
IV.2 L0oxXydation des LIPIAES .......cooveiriiiieiiieie e 24

N I W 100100011 (TSRS PSSSST 35
A8 1] T 11 ot A T o USSR PSRRI 35
V.2 MEthodes ChIMIOMELIIGUES.........eiveierieiieeiesieeee ettt 35
V.3 MEthOUES MUIIVAIIEES........cueeiieieie ettt 35




VI Spectroscopie infrarouge a transformeée de Fourier (IRTF) .......ccccoveiiiieiiveie e 42
PARTIE Il

Etude expérimentale

I. Etude de I’adultération d’une huile d’0live .........ccoceeiiiiiii i 54
L. INEFOTUCTION 1.ttt ettt ettt bbb 54
1.2 Materiels et MELNOUES. ........ccviieieieece et 55
1.3 RESUIALS €1 QISCUSSION.....e.viiiieeieiieieiesie ettt sttt tesre e ene e e e 59
R o] o [1 5] o] o SRR 71

I1. Etude de la stabilité oxydative d’huile d’0liVe ..........ccooiieiiiiiiic e 72
0 L oo 0ot 1 o o OSSPSR 72
11.2 Matériels €t METNOUES ........ceieeieiecee et 73
11.3 RESUIALS €1 QISCUSSION .....viviiieeieiieiesie ettt reene e e e 81
] o Tod 111 o o SRS 96

R TONICE ... oo 97

CoNnCIUSION QENEIANE. .. ...t 102

Annexes




Liste des abréviations

ACP : Analyse en composantes principales

AC : Acide citrique

ADN : Acide Désoxyribo Nucléique

AG : Acide gras

AGMI : Acides Gras Monoinsatures

AGPI : Acides Gras Polyinsaturés

AGS : Acides gras saturés

B: Bouchegouf

BM: Bouati Mahmoud

COl : Conseil Oléicole International

CP : Composante principale

CV: Validation croisée

F : Variable de Fischer

HC : Huile de colza

HM : Huile de mais

HN: Hammam N’bail

HO: Huile d’olive

HOSO : Huile de tournesol riche en acide oléique
HPHOSO : Huile de tournesol riche en acide palmitique et en acide oléique
HS : Huile de soja

HSHOSO : Huile de tournesol riche en acide stéroide et en acide oléique
HT : Huile de tournesol

ICA : Analyse en Composantes Indépendantes

IP : L'indice de peroxyde

IR : Infrarouge

IRTF : Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier
K : Coefficients d'extinctions spécifiques

LAIGM : Laboratoire d’analyses industrielles et génie des matériaux
LDL-C : Cholestérol des lipoprotéines de basse densité
MDA: Malondialdéhyde

MIR : Moyen infrarouge

MOSO : Huile de tournesol mi-acide oléique




NIPALS: Moindres carrés partiels itératifs non linéaires « Nonlinear Iterative Partial Least
Squares »
PA : Principe Actif

PARAFAC : Analyse factorielle paralléle « Parallel factor analysis »
PCR : Réaction en chaine par polymérase

PET: Teréphtalate de polyéthyléne

PLS : Régression aux moindres carrés partiels

PLS-DA: Analyse discriminante des moindres carrés partiels
PP : Polypropyléne)

PS : Polystyréne

PVC : Chlorure de polyvinyle

R?- Coefficients de détermination

Regular SO : Huile de tournesol réguliere

RMN : Résonance magnétique nucléaire

RMSECYV : Erreur quadratiqgue moyenne de validation croisée
SA: Souk Ahras

SIMCA: Modélisation indépendante souple d'analogies de classes « Soft independent
modelling of class analogies »

T: Tebessa

TAG : Triacylglycérol

TG : Triglycérides

UV : Ultra-violet




Liste des figures

Figure 1.1 : Formation de triacylglycérides. En rouge : I’atome d’oxygéne; en bleu: I’atome

hydrogeéne; en noir: 1’acide gras; en orange: la double liaison..................cccooiiiiiiiinnnnn 4
Figure 1.2: Schéma de fabrication de I'huile d'olive.....................coiiiiieieenn 10
Figure 1.3 : Schéma résumant 1I’autoxydation dans les aliments......................oeoieenen.. 27

Figure 1.4: Schéma des principales réactions mises en jeu lors de 1’oxydation des lipides....31

Figure 11.1: spectre (a) sans et (b) avec correction de lalignede base........................... 57
Figure 11.2: spectre (a) sans et (b) avec normalisation...................c.cooiiiiiiiiiiiininn., 58
Figure 11.3 : spectres IR-TF des échantillons tudiés................coiiiiiiiiiiiiieene 60

Figure 11.4 : Diagramme de sélection de mod¢le PLS d’huile d’olive adultéré avec (a) huile

de tournesol, (b) huile de colza, (c) huile de mais, (d) huile de soja...............ccooeeeinnn.n. 65

Figure 11.5: Diagramme des réponses PLS d’huile d’olive adultéré avec (a) huile de

tournesol, (b) huile de colza, (c) huile de mais, (d) huilede soja..................cooiiiiiina. 66

Figure 11.6 : Diagramme des coefficients normalisent PLS de I’huile d’olive adultéré avec (a)

huile de tournesol, (b) huile de colza, (c) huile de mais, (d) huile de soja........................ 68

Figure 11.7 Diagramme de corrélation de pourcentage réel par rapport au pourcentage prédit

de (a) huile de tournesol, (b) huile de colza, (c) huile de mais, (d) huile de soja dans I’huile

(6 0] § T 69

Figure 11.8 : Le score ACP obtenu a partir de la matrice de corrélation pour I'huile d'olive

adultéré avec (a) huile de tournesol, (b) huile de colza, (c) huile de mais, (d) huile de soja...70
Figure 11.9 : Carte oléicole des zones d’échantillonnage.................coevvvviiniiiniienennnn.. 74

Figure 11.10 : Evolution de Kas2, Ko7o dans les échantillons étudiés pendant le temps de

stockage, (1) Huile d’olive avec ’acide citrique, (2) Huile d'olive sans aucun additif..........84




Figure 11.11: Evolution du caroténoide et de la chlorophylle dans les échantillons étudiés
pendant le temps de stockage, (1) huile d’olive avec 1’acide citrique, (2) huile d’olive sans

AUCUN AT . oo 86

Figure 11.12: Variation in free acidity (%) during storage time of olive oil produced in (a)
Tebessa, (b) Souk Ahras, (c) Bouati Mahmoud, (d) Hammam N’bail, (e)
BOUCNEGOUT . . ..o e 88

Figure 11.13: Variation in peroxide value (meq O2 /kg) during storage time of olive oil
produced in (a) Tebessa, (b) Souk Ahras, (c) Bouati Mahmoud, (d) Hammam N’bail, (e)
BOUCNEGOUT. . ..o e 90

Figure 11.14 : Spectre d’huile d’olive témoin : (a) région Tebessa, (b) région Souk Ahras, ()

région Bouati Mahmoud, (d) région Hammam N’Bail, (¢) Bouchegouf.......................... 91

Figure 11.15: Diagramme de sélection de modele PLS (a) Tebessa, (b) Souk Ahras, (c) Bouati
Mahmoud, (d) Hammam N’bail, (¢) Bouchegouf.................oooiiiiiiiiiiiien . 93

Figure 11.16 Diagramme de corrélation de temps de stockage réel par rapport au temps de

stockage predit de I'huile d'olive produite (a) Tebessa, (b) Souk Ahras, (c) Bouati Mahmoud,

Vi




Liste des tableaux

Tableau 1.1: Pourcentage des acides gras dans quelques huiles végétales ......................... 4
Tableau 1.2: Caractéristiques physiques de quelques huiles alimentaires......................... 5
Tableau 1.3: Composition en acides gras de I’huile de tournesol (%)...........ccovevvivenennn.n. 6
Tableau 1.4 : Composition en acides gras de 1'huile de mais (%)..........ccoveviveiiiinniinnn.n, 7
Tableau 1.5: composition en acide gras de I’huile de $0ja (%0).....ovvvviiiriininiiiiiiiieeee, 8
Tableau 1.6: Critéres de qualité des huiles d'olive vierge (Source COl).............coeuenent. 15
Tableau 1.7: Caractéristiques complémentaires des huiles d’olive....................ooooeni 15
Tableau 1.8: Composition en acide gras d’une huile d’0live (%0).......cccocevvririiiiiiiienen e 18
Tableau 11.1 : Régions du spectre IRTF d’huile alimentaire................covveviiiineninennnn... 61

Tableau 11.2 : Modeéles linéaires pour le calcul du pourcentage de I'huile alimentaire dans
PRUTTE 0'0LIVE. . e 62

Tableau 11.3 : Paramétres statistiques obtenus par validation croisée complete sur PLS de

toUS 1eS EChantilloNS. ... ... i 64
Tableau 11.4 : Classification des échantillons €tudiés.................coooiiiiiiiiiiiiiiiin, 71
Tableau 11.5: Paramétres de qualité des huiles d'olives collectées......................oooenis 81

Tableau 11.6: Evolution de K>3, Kz7o dans les echantillons étudiés pendant le temps de

SEOCKAGE. ..., 83

Tableau 11.7: Evolution du caroténoide et de la chlorophylle dans les échantillons étudiés

pendant le temps de STOCKAgE. .......c.oirii i, 85

Tableau 11.8: Parametres statistiques €élaborés par validation croisée compléte sur PLS de

TOUS 185 BCNANTIIONS. .o e e 92

vii




|
Introductlon \&,




Introduction générale

L’huile d’olive est le produit méditerranéen par excellence. On la retrouve a travers I’histoire,
depuis la civilisation grecque jusqu’a nos jours. Elle est la principale source de maticres
grasses du régime crétois ou du régime mediterranéen qui sont bien connus pour leurs effets
bénéfiques sur la santé¢ humaine. Si I’huile d’olive est un produit intéressant d’un point de vue
nutritionnel ¢’est tout d’abord pour sa composition en acides gras. En effet elle est largement
insaturée et contient une petite partie d’acides gras. Outre cette composition particuliére en
acides gras, I’huile d’olive est surtout intéressante pour ses composés minoritaires tels que les
polyphénols. L’intérét nutritionnel de ces composés phénoliques réside dans leur forte
capacité antioxydante qui pourrait prévenir ou ralentir 1’apparition de certaines maladies
dégénératives ainsi que les maladies cardiovasculaires. Optimiser leur contenu dans 1’huile

d’olive présente donc un réel intérét de santé publique.

L’huile d’olive est une huile de table directement issue d’un fruit sans recourir a des étapes de
raffinage. L’absence d’étape de raffinage permet a 1’huile d’olive de conserver tous ses
antioxydants car ils ne vont pas étre éliminés lors de ce procédé. En effet, selon les normes
officielles, I’huile d’olive ne peut étre obtenue qu’a partir du fruit de I’olivier et uniquement
par utilisation de procédés physiques .L’olive étant un fruit riche en antioxydants, les
principaux antioxydants de I’huile d’olive sont des dérivés de 1’oleuropéine et du ligstroside
font que partie de la classe des composés phénoliques. Ces composés ainsi que le tocophérol
vont permettre une bonne conservation de 1’huile d’olive dans le temps et vont prévenir son

oxydation.
C’est dans ce cadre que ce travail met I’accent sur deux objectifs

Le premier objectif de ce travail a été la détection de 1’adultération de I’huile d’olive avec des
huiles alimentaires, moins cheres, par la spectroscopie IRTF couplée avec des méthodes
chimiométriques. Ainsi, les données spectrales issues de cette méthode rapide et efficace ont

subi une analyse pas les moindres carrés partiels PLS et les composantes principales ACP.

Le second objectif de ce travail a été réservé aux stabilités oxydatives des différents
échantillons d'huile d'olive vierge récoltés dans le nord-est de I'Algérie en fonction de leurs
changements structuraux dans les constituants, suivis par les changements de leurs spectres

IRTF et de leurs parametres physico-chimiques « Kzs2, Ka7o, teneur en caroténoides et




chlorophylles, acidité libre et indice de peroxyde ».Enfin nous avons étudié I’effet de I’ajout

de I’acide citrique sur la stabilité de I’huile d’olive.
Pour atteindre ces objectifs, la these est structurée en deux parties :

La premiere partie est consacrée a une étude bibliographique sur les notions liées a cette
étude a savoir, les huiles alimentaires utilisées dans cette étude et leurs propriétés,
I’adultération d’huile d’olive, 1’oxydation des huiles. Ainsi que les méthodes
chimiométriques, que nous avons appliquées, combinée a spectroscopie infrarouge (ACP et
PLS).

La deuxiéme partie, représentée par deux chapitres, est consacrée principalement aux résultats

et discussions.

Le premier chapitre englobe les méthodes et matériels utilisés pour détecter 1’adultération de
I’huile d’olive avec des huiles alimentaires "huile de tournesol, I’huile de colza, I’huile de
mais et 1’huile de soja", ainsi que la discussion des résultats obtenus. Le deuxieme chapitre est
consacré a I’étude de la stabilité oxydative de I’huile d’olive moyennant des analyses physico-

chimiques et des analyses spectrales.

Nous cléturons enfin notre manuscrit par une conclusion générale et une annexe qui
comportera I’article publi¢é sur la deuxieme partie des résultats et les communications

nationales et internationales.
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Etude bibliographique

I. Généralités sur les huiles alimentaires

1.1 Les lipides alimentaires

Les lipides alimentaires comprennent les huiles et les graisses d’origine végétale ou animale.
Ils se trouvent principalement dans les graisses (huiles, graisses, beurre) et dans les aliments
riches en matiéres grasses tels que les noix et graines oléagineuses, de nombreux fromages et
produits de charcuterie. Les huiles et les graisses alimentaires sont préparées a partir de
graines ou de fruits oléagineux, germes ou pépins de production végétale divers et de tissus
adipeux d’animaux terrestres ou marins. On différencie généralement les huiles des graisses
par leur point de fusion. Les huiles sont des corps gras liquides a la température de 15° C

alors que les graisses sont plus ou moins solides a cette température [1].

1.2 Définition d’une huile alimentaire

Les huiles alimentaires sont constituées a 100 % de lipides (environ 99 % de triglycérides, le
reste étant composé principalement de lécithines et de vitamine E), elles ne contiennent pas
d'eau et sont trés caloriques. Les huiles sont un mélange de triglycérides différents dont la
composition moyenne est connue. Leur teneur élevée en acides gras mono-insaturés ou
polyinsaturés est bénéfique pour la santé. Chaque huile alimentaire a une composition en
acides gras différente. Les huiles alimentaires sont trés utilisées en cuisine pour assaisonner
les salades, comme huiles de cuisson ou pour les fritures. Pour chaque huile, il existe une
température critique (ou point de fumage) au-dessus de laquelle il ne faut pas chauffer I'huile.
Quand l'huile atteint la température critique, ses composants se dégradent, forment des
composés toxiques et I'nuile fume. C'est pour cela que certaines huiles comme I'huile de noix

dont la température critique est faible sont déconseillées pour la cuisson [2].

1.3 Composition chimique des huiles alimentaires

Les huiles alimentaires sont principalement des esters d’acides gras et de glycérol, et sont des
composés a solubilité nulle ou faible dans I'eau mais par contre élevée dans les solvants
organiques (methanol, chloroforme, cyclohexane, éther diéthylique, acétone,...).

Les huiles alimentaires comestibles contiennent rarement des acides gras a chaines ramifiées,
ou avec un nombre impair de carbones, ou des acides gras insaturés dont le nombre de
carbone est moins de seize ou plus de vingt atomes de carbone. Leur composition en
triacylglycérols suivi genéralement un modeéle dans lequel les acides gras en position-2 de la

molécule de glycérol sont insaturés avec de ’acide linolénique, étant plus favorisé que 1’acide
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oléique et linoléique. Des acides gras saturés sont trouvés en position-2, uniquement quand il
y a une concentration globale trés elevée en acides gras saturés dans la graisse [3]. Le Tableau
I.1 montre la composition en acides gras de quelques huiles alimentaires.

Les principaux triacylglycérides de 1’huile d’olive sont POO (18,4 %), SOO (5,1 %), POL
(5,9 %), OO0 (43,5 %), OOL (6,8 %) (P: acide palmitique; O: acide oléique; S: acide
stéarique; L: acide linoléique) [4].

Tableau I.1: Pourcentage des acides gras dans quelques huiles végétales [5]

Acides Gras HO HC HNC HM HCT HT
Acide myristique (C14 :0) <0.05 0.1-0.2 | 16.5-20.8 0-0.3 0.6 1.00
Acide palmitique (C16 :0) 7.5-20.0 | 3.0-5.0 | 8.2-10.2 | 9.1-16.8 | 21.0-26.8 | 55-7.7
Acide Palmitoléique (C16 :1) 0.3-35 0.2- 0.6 - 0- 0.3 0-1.3 0-0.3
Acide Heptadécanoique (C17 :0) <0.3 - - - - -
Acide Heptadécénoique (C17 :1) <0.3 - - - - -
Acide stéarique (C18 :0) 0.5-5.0 1.0-2.0 2.3-34 1.4-3.0 2.0-3.3 2.8-6.5
Acide oléigue (C18 :1) 55.0-83.0 | 52.0-67.0 | 4.3-8.1 | 20.0-38.0 | 14.0-22.0 | 14.0-38.0
Acide linoléique (C18 :2) 3.5-21.0 | 16.0-248 | 0.7-2.0 | 39.5-65.0 | 46.5-58.0 | 48.2-74.2
Acide linolénique (C18 :3) <0.9 6.5- 14.0 0-tr 0.6-1.4 0-0.4 0-0.1
Acide arachidique (C20 :0) <0.6 0.2-0.8 0.1 0.3-0.7 0.2-0.5 0.2-0.4
Acide eicosénoique (C20 :1) <04 0.9-24 0-tr 0.2-04 0-0.1 0-0.2
Acide béhénique (C22 :0) <0.2 0.1-0.5 - 0-0.5 0- 0.6 0.7-1.3
Acide lignocérique (C24 :0) <0.2 0-0.2 - 0-0.3 - 0-0.4

HO : huile d’olive, HC : huile de colza, HNC : huile noix de coco, HCT : huile de coton, HT : huile tournesol, HM : huile de

mais

Dans la nature, les acides gras sont généralement sous forme de triesters entre les acides gras

et du glycérol selon la figure 1.1 ;

o NN NN

Figure 1.1 : Formation de triacylglycérides. En rouge : I’atome d’oxygéne; en bleu: 1’atome

hydrogéne; en noir: I’acide gras; en orange: la double liaison.
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1.4 Caractéristiques de quelques huiles alimentaires

Parmi les caractéristiques dépendant des acides gras contenus dans les lipides, nous citons:
e Les huiles riches en acides gras saturés et en acide oléique telle que I’huile d’olive
avec respectivement 14% et 81%,
e Les huiles riches en acides gras polyinsaturés telle que I’huile de soja avec 58% dont
50 a 60% d’acide linoléique, 20 a 30% d’acide oléique et 5 a 9% d’acide linolénique.
e Les huiles intermédiaires telles que I’huile de colza avec 33% d’acides gras

polyinsaturés, 60% d’acide oléique et 7% d’acides gras saturés [6].

Tableau 1.2: Caractéristiques physiques de quelques huiles alimentaires [6]

Huile Point de fusion (°C) | Densité (Kg/L) Viscosité (Pa/s)
Huile de tournesol -15 0.94 66
Huile de mais -18a-10 0.90 65-72
Huile de soja -15 0.91 57-76
Huile de colza <2 0.91 98

I1. Les huiles alimentaires

11.1 Huile de tournesol
11.1.1 Définition

L'huile de tournesol est une huile végétale obtenue a partir des graines de tournesol, par
processus d'expression ou extraction par solvant. Les graines de tournesol produisent une
huile polyinsaturée hautement souhaitable pour la consommation humaine. Sa teneur élevée
en acide linoléique précieux a progressivement accru vos importances au cours des dernieres
décennies. L'huile de tournesol existe sous deux formes: qualité brute ou qualité raffinée [7].
L’huile de tournesol raffinée a été largement acceptée en raison de sa teneur €levée en acides
gras polyinsaturés, de sa saveur douce, de sa bonne stabilité au stockage et de sa faible
viscosité. La qualité et la stabilité sont les principaux facteurs de la production, de
I’acceptation et de la commercialisation des produits a base d’huile végétale. Ces propriétés
dépendent principalement de la qualit¢ des graines, du traitement des graines avant
I'extraction, de la méthode d'extraction et des conditions de traitement. Elles sont influencées
par la présence de certains composants mineurs, tels que les acides gras libres et les

tocophérols, les phospholipides [8].
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11.1.2 Compositions et propriétés

L’huile de tournesol a une composition intéressante en acides gras (tableau 1.3 ) sur sa forme
réguliere avec une teneur élevée en acide linoléique (oméga 6) - Cet acide gras est essentiel
car le corps humain ne peut le synthétiser- (huile de tournesol réguliére - HT Réguliere-),
mais aussi avec les quatre autres variantes de composition en acides gras: huile de tournesol
riche en acide oléique (HTAO), huile de tournesol mi-acide oléique (HTMO), huile de
tournesol riche en acide stéroide et en acide oléique (HTASAO) et huile de tournesol riche en
acide palmitique et en acide oléique (HTAPAQO). L’huile de tournesol contient également
une importante fraction insaponisable composée principalement de tocophérols (vitamine E),

de phytostérols, de polyphénols et de caroténoides [9].

Tableau 1.3: Composition en acides gras de I’huile de tournesol (%) [9]

Acide gras HT Réguliere | HTAO HTMO HTASAO HTAPAO
C16:0 50-7.6 2.6-5.0 40-55 6 29
C18:0 2.3-4.0 20-4.0 3.0-5.0 21 1.7
C20:0 0.1-05 0.2-0.5 02-0.4 0.2 /
C22:0 0.3-15 05-16 06-1.1 0.4 /
C24 :-0 ND - 0.5 ND - 0.5 03-0.4 ND /
C18:1 14.0 - 39.4 75.0 -90.7 43.1-71.8 69 53 - 57
C18:2 48.3-74.0 2.1-17.0 18.7-45.3 4 2.1-4.3

Données de : Fernandez-Moya et al., 2006; Ghazani and Marangoni, 2013; Gunstone, 2011; Marmesat et al., 2008; O’Brien,
2009; ND= Non détectable ; HT = huile de tournesol ; HTAO = huile de tournesol riche en acide oléique ; HTMO = Huile de
tournesol mi- acide oléique ; HTASAO = Huile de tournesol riche en acide stéroide et en acide oléique ; HTAPAO = Huile
de tournesol riche en acide palmitique et en acide oléique.

11.2 Huile de mais
11.2.1 Définition

L'huile de mais est essentiellement extraite du germe de mais. Elle peut étre extraite de
maniere mécanique (pressage d'huile) ou chimique (extraction au solvant avec de I'hexane).
Ceci est suivi par le raffinage de I'huile par dégommage ou traitement alcalin. L huile de mais
joue un réle important dans notre alimentation quotidienne et est recommandée comme huile
de cuisson saine par 1’Organisation mondiale de la Santé. Elle est une source d'énergie
concentrée (calories), est hautement digestible et fournit au corps des acides gras essentiels et
de la vitamine E. C'est aussi une source riche d'acides gras polyinsaturés (l'acide linoléique
6 et l'acide a-linolénique ®3) qui aident a réguler le taux de cholestérol dans le sang et a

réduire I'nypertension artérielle [10].
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11.2.2 Compositions

Les acides gras sont classés ici en gros en acides gras saturés et insaturés, et I'huile de mais

contient un mélange des deux types, comme l'illustre le tableau 1.4 ;

Tableau 1.4 : Composition en acides gras de I'huile de mais (%) [10]

Composition en acides gras % en huile de mais
Acide palmitique (C16 :0) 11
Acide stéarique (C18 :0) 2
Acide oléique (C18 :1) 28
Acide linoléique (C18 :2) 58
Acide linolénique (C18 :3) 1

11.3 Huile de colza
11.3.1 Définition

La graine de colza contient de I'huile de haute qualité, qui est I'une des huiles alimentaires les
plus courantes et les moins cheres pour I'alimentation humaine [11]. L'huile de colza est I'une
des huiles alimentaires présentant la plus faible concentration en acides gras saturés. Elle est
naturellement riche en acide a-linolénique et en acide linoléique, ce qui en fait le ratio le plus
proche de I’optimum pour répondre aux besoins nécessaires en acides gras essentiels dans le
corps. De nombreuses études ont montré que I'huile de colza peut réduire le cholestérol total
sérique et / ou le cholestérol des lipoprotéines de basse densité (LDL-C) lorsqu'elle est
administrée a la place d'acides gras saturés [6-8], ce qui signifie que I'huile de colza posséde
des avantages significatifs pour la santé dans la réduction du risque d’athérosclérose [12]. Elle
s'est avérée induire de nombreuses réponses physiologiques dans les cytokines
inflammatoires, le métabolisme des glucides, le tissu adipeux et les adipokines, qui rendent

cette huile bénéfique pour la santé [13].

11.3.2 Compositions

Outre les triacylglycérols, I'huile de colza contient également différents niveaux de
tocophérols (8- 115.9 mg / 100 g), de phytostérols (459— 5 000 mg / 100 g), de polyphénols
(0— 148.7 mg/ 100 g) et d'autres micronutriments, il a été reconnu que ces micronutriments

jouent un role positif dans divers avantages pour la santé [13,14].
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11.4 Huile de soja
11.4.1 Définition

L'huile de soja est fluide et d'un couleur jaune plus ou moins foncé suivant la nature des
graines et les procédés d'extraction. Fraiche, elle a une saveur assez prononcée d'haricot qui
s'atténue peu a peu. Elle est riche en acides gras polyinsaturés et notamment en acide gras
essentiel a-linolénique. Elle est recommandée pour les assaisonnements [15].

Sa richesse en lécithine la rend précieuse pour la reconstitution des cellules nerveuses et
cérébrales, sa bonne digestibilité en fait une bonne remplacante de I'huile d'olive pour ceux

qui ne peuvent la tolérer [16].

11.4.2 Composition

La principale différence de I'huile de soja par rapport aux autres huiles végétales, c¢’est qu’elle
se situe au niveau de la forme d’insaturation et de la présence d'acide linolénique (C18 :3) en
quantité appréciable. Cet acide gras étant treés sensible a 1'oxydation, il conviendrait d'éviter
au maximum le contact de I'huile avec I'oxygene de l'air.

L'huile brute de soja est définie en termes d’humidité, impuretés, teneur en phosphatides, en
acides gras libres et aussi en termes de couleur, caractéristiques d'oxydation et traces

métalliques [17].

Tableau 1.5: Composition en acide gras de I’huile de soja (%) [17]

Acides gras Pourcentage %
Acide palmitique (C16: 0) 11.5
Acide stéarique (C18: 0) 4.0
Acide oléique (C18: 1) 25.0
Acide linoléique (C18: 2) 51.5
Acide linolénique (C 18: 3) 7.5
Acide arachidique (C20: 0) 0.5
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11.5 Huile d’olive
11.5.1 Méthodes de fabrication de I’huile d’olive

Selon le Conseil Oléicole International (COI), I’huile d’olive est une huile obtenue a partir du
fruit de I’olivier, a I’exclusion des huiles obtenues par extraction avec des solvants, par des
procédures de ré-estérification, ou par n’importe quel mélange avec d’autres types d’huiles
alimentaires. A la différence des autres huiles végétales ou d’autres produits, 1’huile d’olive
ne requiert aucune étape de raffinage ni aucune transformation chimique. Grace a cette
simplicité procédurale, 1’huile d’olive a pu étre fabriquée depuis 1’antiquité. La technique a
subi de nombreuses évolutions au cours du temps qui peuvent étre regroupées en deux
grandes catégories : les évolutions relatives au broyage des olives et les évolutions relatives a
la séparation des différentes phases. Entre ces deux grandes étapes, la pate d’olive est
malaxée afin d’étre homogénéisée et de permettre la coalescence des gouttelettes d’huile.

Lors de leur arrivée chez un moulinier, les olives sont pesées puis passent généralement dans
un systeme de laveuse-effeuilleuse qui va les nettoyer et permettre d’en retirer les impuretés
(terre, cailloux, feuilles...) avant le broyage. Le broyage (ou trituration) des olives a pour but
de detruire les cellules des olives afin que celles-ci puissent ensuite libérer leur contenu. A ce
stade du procéde les olives sont réduites en une pate plus ou moins homogéne qui devra étre
malaxée. Outre le role d’homogénéisation de la pate, le bac de malaxage permet la
coalescence des gouttes d’huile : les microgouttelettes d’huile qui viennent d’étre libérées de
leurs lipovacuoles cellulaires vont se regrouper afin de former des gouttes de plus grande
taille qui seront plus faciles a extraire de la pate. La pate malaxée va ensuite étre pressée ou
centrifugée horizontalement afin de séparer les phases solides et liquides. La phase solide
contient les restes des noyaux ainsi que la peau et la pulpe des olives dépourvue de son huile.
Cette phase solide s’appelle « grignons » et constitue I'un des deux principaux coproduits de
la fabrication de 1’huile d’olive. La phase liquide est un mélange d’eau et d’huile qu’il faut
séparer. Cela se fait soit par simple décantation gravitationnelle, soit par centrifugation. Dans
les deux cas la phase aqueuse aussi appelée « margines » est séparée de I’huile et constitue le
second coproduit de la fabrication de I’huile d’olive. La phase grasse est I’huile d’olive pure ;
comme aucun traitement ni aucune réaction chimique supplémentaire n’est nécessaire, 1’huile
d’olive est comestible en 1’état [18], les étapes de fabrication d’huile d’olive se résume dans la

figure 1.2,
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Figure 1.2: Schéma de fabrication de I'huile d'olive [19]

11.5.2 Définition

L’huile d’olive fait partie de la culture méditerranéenne. Si l'huile est constituée pour
I'essentiel, d'acides gras liés au glycérol (> 95 %), c'est-a-dire de triglycérides, elle contient,
par ailleurs, un grand nombre d'autres composants, présents en faibles quantités. Ces
composants dits «mineurs» n'en sont pas moins trés importants : certains ont des effets
bénéfiques sur la santé humaine, d'autres renforcent la stabilité de I'huile, d'autres encore sont
responsables de son parfum délicat et unique. Le principal nutritionnel de I’huile d’olive
réside cependant dans sa richesse en composés phénoliques ayant des propriétés

antioxydantes [20].

11.5.3 Dénominations commerciales des huiles d'olive

Les dénominations et les définitions des huiles d'olive font I'objet d'une réglementation tres
stricte pour tous les échanges commerciaux. Elles ont été arrétées par le COl, et reprises par la
Communauté Européenne, selon une méthodologie comportant des analyses physico-
chimiques, qui visent a évaluer la qualité du produit, et une analyse sensorielle (évaluation

organoleptique par un jury d'experts).
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Selon la norme du COI (norme COI/T.15/NC n° 3/ Rév.7 mai 2013) [21] et la réglementation
européenne (réglement CE n°1989/2003 modifiant les reglements n°2568/91 et n°136/66)

[22], on distingue plusieurs catégories d'huiles d'olive.

11.5.3.1 Huile d'olive vierge

Cette huile est obtenue a partir du fruit de I'olivier uniquement par des procédées mecaniques
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.

L'huile d'olive vierge, propre a la consommation, fait I'objet du classement et des

dénominations suivantes :

A. Huile d'olive extra vierge: Huile d'olive vierge dont l'acidité libre, exprimée en acide
oléique, est au maximum de 0.8 grammes pour 100 grammes et dont les autres
caractéristiques sont conformes a celles prévues pour cette catégorie.

B. Huile d'olive vierge : Huile d'olive vierge dont l'acidité libre, exprimée en acide
oléique, est au maximum de 2 grammes pour 100 grammes et dont les autres
caractéristiques sont conformes a celles prévues pour cette catégorie.

C. Huile d'olive vierge courante : Huile d'olive vierge dont I'acidité libre, exprimée en
acide oléique, est au maximum de 3.3 grammes pour 100 grammes et dont les autres
caractéristiques sont conformes a celles prévues pour cette catégorie.

D. Huile d'olive vierge lampante : Huile d'olive vierge dont I'acidité libre, exprimée en
acide oléique, est supérieure a 3.3 grammes pour 100 grammes et/ou dont les autres
caractéristiques sont conformes a celles prévues pour cette catégorie. L'huile d'olive
vierge lampante est impropre a la consommation en I'état et est destinée aux industries

du raffinage ou a des usages techniques [19].

11.5.3.2 Huile d'olive raffinée

C'est I'huile d'olive obtenue des huiles d'olives vierges par des techniques de raffinage qui
n'entrainent pas de modification de la structure glycéridique initiale. L'acidité libre exprimée
en acide oléique est au maximum de 0,3 grammes pour 100 grammes et ses autres

caractéristiques sont conformes a celles prévues pour cette categorie [19].
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11.5.3.3 Huile d'olive

L'huile d'olive est constituée par le couplage d'huile d'olive raffinée et d'huiles d'olive vierges
propres a la consommation en I'état, dont I'acidité libre exprimée en acide oléique est au
maximum de 1 gramme pour 100 grammes, et ses autres caractéristiques sont conformes a

celles prévues pour cette catégorie [19].

11.5.3.4 Huile de grignons dolive

L'huile de grignons d'olive est I'nuile obtenue par traitement aux solvants, ou d'autres
procédés physiques, des grignons d'olive, a I'exclusion des huiles obtenues par des procédés
de ré-estérification et de tout mélange avec des huiles d'autre nature. Rappelons que les
grignons (ou tourteaux) sont les résidus secs de I'extraction par pressurage des olives. Cette

huile est commercialisée selon les dénominations et les définitions suivantes:

A. Huile de grignons d'olive brute: C'est I'huile de grignons d'olive destinée au
raffinage en vue de son utilisation pour la consommation humaine ou destinee a des
usages techniques.

B. Huile de grignons d'olive raffinée : C'est I'huile obtenue a partir de I'huile de
grignons d'olive brute par des techniques de raffinage n'entrainant pas de modification
de la structure glycéridique initiale. Son acidité libre, exprimée en acide oléique, est au
maximum de 0.3 grammes pour 100 grammes, et ses autres caractéristiques sont
conformes a celles prévues pour cette catégorie.

C. Huile de grignons d'olive : Cette huile est celle constituée par le couplage d'huile de
grignons d'olive raffinée et d'huiles d'olive vierges propres a la consommation en I'état.
Son acidité libre, exprimée en acide oléique, est au maximum de 1 gramme pour 100
grammes, et ses autres caractéristiques sont conformes a celles prévues pour cette

catégorie. Ce coupage ne peut, en aucun cas, étre dénommé "huile d'olive" [19].

11.5.3.5 La dénomination "'a froid"*

Cette dénomination n'a pas de fondement juridique. Toutes les huiles commercialisées sous le
terme "vierge extra" ou "vierge" sont extraites de I'olive a froid, c'est-a-dire a une température
inférieure a 27° C, soit par pression (“pression a froid™), soit par centrifugation (“extraite a
froid™). Dans les deux cas, I'huile d'olive est un pur jus de fruit, seul le mode d'extraction est
différent [19].
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11.5.4 Caractéristiques qualitatives des huiles d’olive (critéres de qualité)
11.5.4.1 Caracteres organoleptiques et analyses sensorielles

L'huile d'olive est un liquide de couleur jaune a vert, transparent, limpide, d'odeur et de
saveur spécifiques, pratiqguement insoluble dans I'alcool, miscible a I'éther diéthylique et a
I'éther de pétrole [23].

L'analyse sensorielle pour I'nuile d'olive est une particularité dans le domaine des corps gras
alimentaires, cela de maniére a assurer aux consommateurs un produit de qualité, en
particulier sur le plan sensoriel.

Un jury d'experts (sélectionnés, entrainés et placés dans des conditions spécifiques) évalue les
caractéristiques organoleptiques d'une huile d'olive, c'est-a-dire en percevoir les sensations
agréables (ou descripteurs positifs) ou désagréables (ou défauts).

Les descripteurs positifs sont le fruité (fruité vert, mar ou noir), I'amer et le piquant ; ces
principaux défauts sont des godts aigres, vineux, vinaigrés, acides, apres, métalliques, ou
méme franchement inadmissibles comme des odeurs de moisi ou de rance.

A expliquer la méthodologie du COI (méthode de calcul basée sur I'utilisation de la médiane),
chaque degustateur remplit une fiche en attribuant une note pour chaque critere. L'évaluation
de la médiane de l'intensité des qualités et des défauts est le résultat final qui constitue
I'évaluation objective des caractéristiques organoleptiques de I'huile.

Au méme titre que l'indice de peroxyde ou l'acidité libre, I'analyse sensorielle est utilisée pour
le classement des huiles d'olive vierges. On considere alors que I'huile d'olive est classée dans
la catégorie :

- vierge extra : lorsque la médiane des defauts est égale a 0 et que la médiane du fruité est
supérieure a 0,

- vierge : lorsque la médiane des défauts est supérieure a 0 et inférieure ou égale a 3.5 et que
la médiane du fruité est supérieure a 0,

- vierge courante : lorsque la médiane des défauts est supérieure a 3.5 et inférieure ou égale a
6 ou lorsque la médiane des défauts et inférieure ou égale a 3.5 et que la médiane du fruité est
égale a 0,

- vierge lampante : lorsque la mediane des défauts est supérieure a 6 [24].
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11.5.4.2 Caracteres physico-chimiques
A. L'absorbance en spectrophotométrie ultraviolette

Significative de l'auto-oxydation de I'huile, cette méthode repose sur la détermination des
coefficients d'extinctions spécifiques K dans l'ultraviolet a 232 nm et 270 nm des produits de
décomposition de l'huile. Plus la valeur K2z est élevée, plus I'huile d'olive est riche en
produits secondaires d'oxydation; mais elle ne doit pas dépasser 0.22 pour les huiles d'olive
vierges. A 232 nm, K doit étre inférieur a 2.50 [24, 25]. L'absorbance dans l'ultraviolet rend
compte de l'oxydation de I'huile, ceci pouvant tenir a une matieére premiére de qualité
inférieure (olive piquée par exemple), un processus de fabrication défectueux, un stockage
inadapté ou prolongé, ou traduire une adultération de I'huile par ajout d'huile raffinée.
B. L'indice d'acidité

Sa mesure rend compte de l'altération hydrolytique, et concerne principalement la matiere
premiére, l'olive.

Lorsque le stade de maturation du fruit est atteint I, les triglycérides subissent une hydrolyse
naturelle qui s'accroit avec le temps. Ce phénomeéne peut étre amplifié par de mauvaises
conditions de croissance (parasitisme du fruit), de récolte ou de stockage des olives. Ces
phénomenes entrainent des lyses cellulaires dans la pulpe des olives et par conséquent
provoquent la mise en contact de I'huile, initialement contenue dans les vacuoles, avec les
systemes enzymatiques et I'eau du cytoplasme. Cela conduit alors a la présence anormalement
élevée d'acides gras libres, et donnant a terme des arémes désagréables a I'huile (pas "acide",

mais une autre sensation organoleptique comme le moisi). Cet acide est exprimé en gramme

d'acide oléique libre pour 100 grammes d'huile [26].

C. L'indice de peroxyde

Cet indice renseigne sur I'état d'oxydation de I'huile d'olive. L'auto-oxydation resulte de la
réaction des lipides et de I'oxygéne atmospherique, aboutissant a terme a une altération du
godt et de l'odeur de I'huile. Cette réaction est tres lente, et les premiéres molécules de
dégradation apparaissant sont des peroxydes. Ces molécules instables vont se décomposer par
la suite en une série de produits, notamment des mélanges d'aldéhydes volatils. L'indice de
peroxyde (IP) est exprimé en milliequivalent (mEq) d'oxygene actif par kilogramme d'huile,
et il permet de mesurer, a un moment donné, la quantité de ces peroxydes présents dans

I'huile. Selon la norme du COI, I'IP doit étre inférieure a 20 mEqO2/kg pour les huiles d'olive
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vierges. Au-dela, cela traduit un état avancé d'oxydation de I'huile [27], Selon le COI, le

tableau 1.6 indique plusieurs critéres de qualité des huiles d’olive.

Tableau 1.6: Criteres de qualité des huiles d'olive (Source COI)

Critéres de qualite Huile d’olive | Huile d’olive | Huile d'olive | Huile d’olive
extra vierge vierge courante lampante

meédiane du défaut Me =0 0<Me<35 |35<Me<6.0 Me > 6.0

meédiane du fruité Me >0 Me >0

Aciditeé libre en % d'acide oléique <0.8 <2.0 <33 > 3.3

Indice de peroxyde en mEgO2/kg <20 <20 <20 Non limité

Absorbance dans I'ultraviolet

-Ka7o <0.22 <0.25 <0.30

-K232 <2.50 <2.60

Ces trois analyses (acidité libre, valeur peroxyde et examen a spectrophotométrique a 270 nm
et a 232 nm) sont rapides et nécessitent peu de matériel onéreux. Il est donc possible de
connaitre rapidement 1’état général de la qualité de 1’huile d’olive a analyser. Les normes de
qualité en industries agroalimentaires étant de plus en plus rigoureuses, d’autres criteres

doivent cependant étre pris en considération (Tableau 1.7).

Tableau 1.7: Caractéristiques complémentaires des huiles d’olive [28]

IR (20°C) IS (mg KOH/qg) 11 (Wijs) 11S (g/kg)
HOV 1.4677- 1.4705 184-196 75-94 <15
HOR 1.4677- 1.4705 184-196 75-94 <15
HGOR 1,4680- 1,4707 182-193 75-92 <25

HOV: Huile d'olive vierge ; HOR: Huile d'olive raffinée ; HGOR: Huile de grignon d'olive raffinée ; IR: Indice de réfraction ;
IS: indice de saponification ; Il: Indice d'iode ; IIS: Insaponifiable

11.5.4.3 Autres critéres de qualité d’huile d'olive

Sa densité relative (20°C/eau a 20°C) est comprise entre 0.910 et 0.916. Elle se trouble a 10°C
et se solidifie a 0°C en formant une masse granuleuse. Son point de fumée est de 210°C, c'est-
a-dire la température a laquelle I'huile commence a émettre des fumées de fagon continue.
Cela signifie que I'nuile d'olive peut étre employée comme huile de cuisson, en bain de friture.
Pour la plupart des huiles de graines, on déconseille généralement de dépasser une
température de 160°C.

D'autres critéres analytiques sont retenus par le COI pour évaluer la qualité des huiles d'olive
vierges, comme la recherche de contaminants (fer, cuivre), la teneur en eau et en matieres

volatiles [19].
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11.5.5 Le stockage de I’huile d’olive

Des changements importants de la composition phénoliques des huiles d’olives vierges au
cours du stockage ont été observés par plusieurs auteurs. Brenes et al. (2001) [29] ont observeé
une réduction de 15 % a 20 % du taux des polyphénols totaux dans des huiles conservées
pendant une année a 30°C dans des bouteilles en verre fumé. Cette diminution en polyphenols
est due a deux mécanismes concomitants qui se produisent durant la conservation: I’hydrolyse
et I’auto-oxydation [30]. Selon Morello et al. (2004) [31], des diminutions considérables sont
notées au niveau des dérivés se coiridoides tel que le 3,4-DHPEA-AC apres une période de
stockage, par contre, les lignanes sont les composés phénoliques les plus stables. Brenes et al.
(2001) [29] ont aussi signalé que la concentration en lignanes, le 1-acétoxypinoresinol et le
pinorésinol reste constante durant le stockage de I’huile. Par ailleurs, Cortesi et Rovellini
(2004) [30] ont noté une diminution des formes naturelles des diphénols parallelement a une
augmentation des formes oxydées au cours du stockage de 1’huile d’olive pendant 16 mois a
I’obscurité.

Les conditions de stockage inadéquats, température et lumiére influencent le processus de
dégradation des biophénols en des phénols simples. En effet, plusieurs auteurs ont signalé une
¢lévation des taux de tyrosol et d’hydroxytyrosol dans les premiers mois de stockage de
I’huile [32]. Ce phénoméne est d0 a I'hydrolyse des sécoiridoides aglycones [30, 33]. Butinar
et al. (2006) [34] ont relevé une élévation des taux de tyrosol et d’hydroxytyrosol dans les
premiers mois de stockage qui était suivi d’une diminution graduelle des taux de
I’hydroxytyrosol qui est probablement dii a son activité antioxydante.

Les basses températures de stockage (5°C) retardaient la disparition des composés
phénoliques par rapport a des températures ambiantes de 12°C [35]. De méme 1’obscurité

réduit considérablement le taux de perte des composés phénoliques de 1’huile d’olive [36].

11.5.6 Compositions d’huile d’olive

11.5.6.1 Composition chimique de I"huile d'olive

Les huiles d’olive vierges jouent un role important dans 1’industrie agroalimentaire et sont
importantes en nutrition humaine pour plusieurs raisons. En premier lieu, les lipides sont la
principale source d’énergie pour le corps humain en comparaison de leur masse. De plus
I’intérét pour les huiles d’olive a été accru depuis la découverte avec leur richesse en
vitamines liposolubles et en polyphénols qui sont des antioxydants. Elles sont également une

source importante d’acides gras poly-insaturés essentiels car non synthétisables par le corps
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humain. Si les acides gras sont les constituants majeurs de I’huile d’olive, ce sont les
constituants mineurs qui permettent 1’authentification d’une huile, tant sur le plan de la
provenance géographique que sur sa qualité physico-chimique [18].

L’huile d’olive vierge est un systeme chimique complexe constitu¢ de plus de 250 composés.
La composition de 1’huile d’olive change selon la variété, les conditions climatiques et
I’origine géographique. Les composés peuvent étre classés en deux grands groupes :

- Les substances saponifiables (triglycérides, acides gras,) (de 96 a 98% de I’huile)

- Les substances insaponifiables (de 2 a 4% de I’huile) [37].

A. La fraction saponifiable
e Lesacides gras
La prédominance de I’acide oléique constitue la principale originalité de I’huile d’olive et lui
confére les caractéristiques d’un corps gras mono -insaturé. Les acides gras sont des
molécules organiques comprenant une chaine carbonée terminée par un groupement
carboxyle. Cette chaine carbonée peut étre dépourvue de toute double liaison carbone-
carbone, dans ce cas les acides gras sont dits « saturés ». Elle peut également contenir une
double liaison (Acides Gras Mono-insaturés (AGMI) ou plusieurs doubles liaisons (Acides
Gras Polyinsaturés AGPI). Pour les acides gras insaturés, ils sont souvent référenciés selon la
position de la premiere double liaison par rapport au groupement méthyle terminal. Il existe
2 grandes familles d’AGPI : la série en n -6 (ou oméga 6) et la série n-3 (ou oméga 3). Dans
I’huile d’olive on trouve de 1’acide linoléique (oméga 6) et de I’acide alpha-linolénique
(oméga 3). Ces acides gras sont dits « essentiels » car ils ne peuvent pas &tre synthétisés par
I’homme et doivent donc étre apportés par 1’alimentation. Dans la nature, les acides gras sont
généralement sous forme de triesters entre des acides gras et du glycérol selon la formule :
Glycérol + 3 acides gras —» triacylglycérol +3H20. Les acides gras présents dans I’huile
d’olive se trouvent sous forme d’ester de glycérol ou sous forme libre. Ce sont des
monoacides linéaires a nombre pairs (majoritaires) et impairs d’atomes de carbone dont le
nombre varie de 14 a 24. Leur chaine aliphatique est soit saturée soit mono ou polyinsaturée.
Ils se composent en moyenne de 72% d’acides gras mono insaturés, de 14% d’acides gras

polyinsaturés et de 14% d’acides gras saturés (norme européenne).

Dans le cas de I’huile d’olive les triacylglycérides représentent entre 98% et 99% de la masse
totale. Quelques rares acides gras libres peuvent tre trouvés et témoignent d’une oxydation

du triester. La composition en acide gras est trés variable et dépend de la variété d’olives, la
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région de production et de 1’année de la récolte. Des normes telles que celle du Codex

Alimentarius régulent cependant cette variabilité en placant des limites hautes et basses sur

les proportions de chacun des acides gras (Tableau 1.8) [38].

Tableau 1.8: Composition en acide gras d’une huile d’olive (%) [39]

Acides gras Olivier et al (2003) | Codex alimentarius
Acide myristique (C14 :0) Tr <0.1
Acide palmitique (C16 :0) 7.5-15.6 7.5-20
Acide palmitoléique (C16 :1n-7) 0.3-1.9 0.3-3.5
Acide margarique (C17 :0) <0.3 <05
Acide margaroléique (C17 :1n-8) <05 <0.6
Acide stéarique (C18 :0) 1.4-3.4 0.5-5
Acide oléique (C18 :1n-9) 60.9-82.1 55-83
Acide vaccinique (C18 :1n-7) 0.7-3.6 -
Acide linoléique (C18 :2n-6) 4.5-16.1 3,4-21
Acide a-linoléique (C18 :3n-3) 0.4-1.2 <15
Acide arachidonique (C20 :0) 0.3-0.5 <0.8
Acide gadoléique (C20 :1n-9) 0.2-0.5 -
Acide béhénique (C22 :0) <0.2 <0.2
Acide lignocérigue (C24 :0) <0.1 <1

> Acides gras saturés

Il représente entre 12 a 18% (selon les productions) de la teneur en lipides de I'huile d'olive.

On peut trouver ;

Acide palmitique — CHs- (CH2)14- COOH

Acide stéarique

—» CHs- (CH2)16- COOH

18




Etude bibliographique

» Acides gras polyinsaturés

IIs représentent entre 7 & 13% (selon les productions) de la teneur en lipides de I'huile d'olive.
On distingue deux familles selon la position de la premiére double liaison sur la chaine
carbonée:

- Famille en ©6
L'acide linoléique en est le précurseur (tous les AG de cette famille peuvent en deériver).
C'est un AGPI composé de 18 atomes de carbone et qui compte deux doubles liaisons, dont la
premiére en position 6 d'ou le nom de cette famille:
Acide linoléique C18:2 ® 6
CHs- (CH2)4- CH=CH-CH-CH=CH- (CH2)7-COOH

- Famille en ®3
L'acide a-linolénique en est le précurseur. C'est un AGPI composé del8 atomes de carbone et
qui compte trois double liaisons dont la premiere en position 3 d'ou le nom de cette famille:
Acide a-linolénique C18:3w3
CH3- CH,-CH=CH- CH>- CH=CH- CH»- CH=CH- (CH2)7- COOH

» Acides gras mono-insaturés

Acide oléique CHs- (CH)7- CH= CH- (CH2)7- COOH
Acide palmitoléique CHs- (CH2)s- CH=CH- (CH2)s- COOH
Les triglycérides (TG)

Les TG sont des triesters résultant de la combinaison de 3 molécules d'AG par leur fonction
Carboxyle avec les fonctions alcooliques du glycérol.

Structure

CH,OH + HOOC-R1 CH.0-CO-R1 — libération et élimination
CHJ)H + HOOC-R2 ——5 CH20-CO-R2 —  absorption intestinale
CHz‘OH + HOOC-R3 CH20-CO-R3 — libération et élimination

Glycérol Acide gras Triglycéride

Les TG sont pour la plupart hétérogenes car ils sont estérifiés par des acides gras differents
qui caracterisent le type spécifique de graisse alimentaire [40].

19




Etude bibliographique

B. La fraction insaponifiable (Composants mineurs)

L'insaponifiable correspond & I'ensemble des constituants d'un corps gras qui, aprés
saponification, sont peu solubles dans I'eau et solubles dans les solvants des graisses. Si I'huile
d'olive possede des propriétés médicales, c'est en partie dd a sa teneur en acide oléique, mais
c'est aussi grace a sa fraction insaponifiable : cette fraction contient des constituants dits
«mineurs» par leur faible proportion dans la composition chimique de I'huile d'olive, mais qui
lui apportent une valeur biologique d'une grande richesse. L'insaponifiable représente de 2 a
4% de I'huile d'olive. Elle est constituée:

-les hydrocarbures,

-les stérols,

-les alcools terpéniques,

-les tocophérols,

-les composés phénoliques,

-les phospholipides et

-les pigments (chlorophylle, caroténoides) [41].

e Hydrocarbures
Le principal hydrocarbure de I'huile d'olive est le squaléne. Celui- ci apparait dans la voie de
la biosynthése du cholestérol. L'huile d'olive vierge extra contient du squaléne a raison
d'environ 400 - 450 mg/100 g; tandis que I'huile d'olive raffinée en contient 25 % de moins
[25]. Le squaléne présente un effet protecteur a des faibles températures et a 1’obscurité [3].
Outre le squaléne, I'huile d'olive contient aussi d'autres hydrocarbures : le R-caroténe (une
provitamine A), mais en trés faibles quantités (0.03 — 0.36 mg/100 g) [20].

e Stérols
Les stérols sont des lipides importants sur le plan nutritionnel qui doivent étre
systématiquement déterminés dans les aliments. Les 4-desméthylstérols, le R-sitostérol sont
les stérols prédominants dans les huiles d'olive. Les stérols mineurs comprennent le AS5-
avénastérol, le stigmastérol, le sitostanol et le cholestérol. Le stérol prédominant était le 13
sitostérol et la teneur totale en stérols dépendait du type d’huile et variait de 2.479 a4 687 mg /
kg. Le stigmastérol et la quantité d'érythrodiol plus d'uvaol peuvent étre utilisés afin de faire
la distinction entre I'huile d'olive et I'nuile de graine. L'analyse de la composition de la

fraction de stérols de I'huile d'olive peut étre utilisée pour évaluer le degré de pureté de I'huile
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et I'absence d'autres huiles végétales. Cette détermination permet également de caractériser le
type d'huile d'olive [42].

e Les alcools terpéniques
Les alcools sont 1’'une des principales séries de composés insaponifiables. Les alcools
aliphatiques peuvent avoir un nombre pair ou impair d'atomes de carbone. Les alcools
aliphatiques linéaires dans I'huile d'olive sont I'hexacosanol (majeur), le docosanol (environ
35%), le tétracosanol et I'octacosanol. Le tricosanol, le pentacosanol et I'heptacosanol, alcools
aliphatiques avec un nombre impair d'atomes de carbone, peuvent étre retrouvés a l'état de
traces [43].

e Les tocophérols
Ce sont des vitamines liposolubles. Les tocophérols sont des composés importants de I'huile
d'olive en raison de leur contribution a la stabilité oxydative et aux qualités nutritionnelles de
I'huile d’olive. Ce sont de puissants agents antioxydants capables de lutter contre I'attaque des
radicaux libres.
On distingue 4 types de tocophérols :
Les a- tocophérols ou vitamine E qui représente 90% des formes de tocophérols. Cette forme
posséde la plus forte activité vitaminique et est la plus active. Elle s'oppose au noircissement
et a la polymérisation de I'nuile d’olive, et protege contre les mécanismes athérogéenes. La
teneur moyenne en a-tocophérol de I'huile d'olive est de 18 mg pour 100g, on peut trouver
aussi
Les 3 — tocophérols,
Les y- tocophérols et
Les 6- tocophérols [41].

e Les composés phénoliques
La classe des phénols regroupe toute une gamme de substances diverses, dont des composés
phénoliques simples comme I'acide vanillique, I'acide gallique, I'acide coumarique, l'acide
caféique, le tyrosol et I'hydroxytyrosol. En moyenne, ces phénols simples sont présents a la
concentration de 4.2 mg/100 g dans I'huile d'olive vierge extra et de 0.47 mg/100 g dans
I'huile raffinée. Par ailleurs, I'nuile d'olive contient des sécoiridoides comme I'oleuropéine et
le ligstroside (respectivement 2.8mg/100g dans I'huile vierge extra et 0.93 mg/100g dans

I'huile raffinée), ou des molécules plus complexes comme des lignanes (4.15 mg/100g dans
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I'huile vierge extra et 0.73 mg/100g dans I'huile raffinée) et des flavonoides comme
I'apigénine ou la lutéoline [19]. La teneur de I'huile en composés phénoliques est fonction de

la variété des olives et de leur maturité au moment de la récolte [20].

e Les phospholipides
Constituants essentiels des cellules vivantes, ils sont presents en trés petite quantité: 5 a 15mg
pour 100g. L'huile d'olive en contient moins que les huiles de graines. Il s'agit de la

phosphatidylcholine et phosphatidyléthanolamine [41].

e Les pigments

* La chlorophylle: sa présence est visible car c’est elle qui donne la couleur verte de 1'huile.
Sa quantité peut varier en fonction de nombreux facteurs. Ce pigment vert naturel stimule
dans l'organisme la croissance cellulaire, I'nématopoiése et accélere les processus de
cicatrisation. Sa teneur est de l'ordre de 0.1 a 1mg pour 100g. A noter que la chlorophylle
oxyde Il'huile en présence de lumiére alors qua l'obscurité elle posséde une activité
antioxydante. C'est une des raisons pour lesquelles il est conseillé de conserver I'huile d'olive

a l'abri de la lumiere [41].

* Les caroténoides: ce sont également des pigments naturels mais a structure d'hydrocarbure.
Parmi eux, on trouve le B-carotene (provitamine A) a des concentrations variables (0.3 a
3.7mg pour 1kg). Il fournit par clivage de la vitamine A. L'huile d'olive est d'ailleurs la seule
huile végétale a en posséder. Au-dela de l'intérét vitaminique (réle dans la vision), le
B-caroténe joue un rdle d'antioxydant. Les caroténoides se décomposent également au cours
du stockage del'huile, en particulier si celle-ci est exposée a la lumiére. Dans ces conditions,

I'huile d'olive peut de venir totalement incolore apres 4 ou 5 ans [41].

I11. Adultération d’huile d’olive

L’adultération des produits alimentaires, impliquant le remplacement des ingrédients cotiteux
par des substituts moins chers, est un type de fraude économique qui peut constituer une
menace majeure pour la santé des consommateurs et constitue un probléme sérieux dans les
industries alimentaires [44]. Avec la connaissance croissante de la sécurité et de la qualité des
aliments, les consommateurs exigent toujours la garantie de la qualité et du contenu des
aliments. En conséquence, les laboratoires de réglementation et de controle de la qualite

s'efforcent de développer une technique analytique rapide, économique et fiable pour
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déterminer l'authenticité des aliments et distinguer toute fraude dans le produit. L'une de ces
adultérations économiques est le mélange d’huile d'olive avec des autres huiles alimentaires
moins chéres [45].

En raison de sa qualité sensorielle et de ses bienfaits nutritionnels, I'huile d'olive est souvent
frelatée avec des autres huiles alimentaires moins chéres. L'adultération d'huile d'olive est un
probléme sérieux pour les organismes de normalisation, les fournisseurs d'huile et pourrait
également menacer la santé des consommateurs. En fait, les mélanges d'huiles alimentaires ne
peuvent étre préparés que pour des produits appropries, mais si le mélange obtenu s'écarte des
proportions de mélange indiquées sur [I'étiquette, ou si le mélange est vendu comme
authentique, cela signifie que I'huile est adultérée [46]. Les huiles alimentaires largement
utilisées dans Il'adultération de I'huile d'olive vierge peuvent étre de I'huile d'olive de qualité
inférieure (huile d'olive raffinée ou de grignons) ou d'autres huiles alimentaires telles que
I’huile de mais, I’huile d'arachide, I’huile de tournesol, 1’huile de colza et I’huile de soja [47].
Récemment, les quatre stratégies suivantes ont été proposées pour développer un détecteur
d'adultération pour I'huile d'olive: (a) détection de marqueurs génétiques a base ADN
d'adultérant [48]; (b) détection du métabolite marqueur adultérant [49]; (c) identification
rapide basée sur la spectroscopie ou le capteur, y compris la résonance magnétique nucléaire
(RMN) [50], spectroscopie infrarouge [47, 51], la spectroscopie Raman [52]; et la détection
basée sur la métabolomique, y compris le triacylglycérol (TAG), les acides gras [53] et les
profils de pytostérol [54]. Avec les propriétés chimiques explicites et I'avantage de I'analyse
multivariée, les méthodes d'identification d'authentification basées sur la métabolomique
étaient les plus prometteuses [55]. Dans cette étude, la spectroscopie infrarouge a été utilisée

pour détecter I’adultération d'huile d'olive.
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IV. Oxydation des huiles (oxydation des lipides)

IV.1 Définition de I’oxydation

L'oxydation des acides gras insaturés (les doubles liaisons s'ouvrent et fixent des atomes
d'oxygeéne) a lieu en présence d'air, a température élevée ou sous l'action des ultra-violets.

L’oxydation a des conséquences sur les qualités alimentaires [56]:

e Qualités nutritionnelles
La perte en acides gras libres et insaturés, pose probléme car certains ne peuvent étre
synthétisés par ’homme. Les plus importants sont les plus insaturés donc les plus fragiles. Il y

a également des pertes en vitamines et en protéines.

e Qualités hygiéniques
Pas de probléeme bactériologique, mais en terme de qualité chimique, il y a formation de
composés plus ou moins toxiques. En effet, les hydropéroxy des formés dégradent les
membranes cellulaires et les époxydes n’étant pas métabolisables, s’accumulent et entrainent

différentes hypertrophies d’organes.

e Qualités organoleptiques
Apparition de flaveurs rances dues aux acides et aux cétones, ainsi qu’aux aldéhydes. Afin de
prévenir cette dégradation, quelques facteurs sont a considérer :
» Degrés d’insaturation : plus il y a de doubles liaisons, plus la vitesse de
dégradation des acides gras est grande.
> Catalyseur.
» L’oxygene O2: Les industriels sont donc forcés de trouver des moyens de
prévention contre ces dégradations. Les procédés de fabrication peuvent donc

étre précédés d’une ou plusieurs étapes de prétraitement des matieéres premieres.

IV.2 L’oxydation des lipides
1V.2.1 L’oxydation enzymatique

Le phénomene d’oxydation des acides gras insaturés des fruits oléagineux peut étre d’origine
enzymatique. L’enzyme principalement impliquée est la lipoxygénase. 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 specifiquement sur les
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acides gras non estérifiés. Son activité est donc souvent couplée avec celle des lipases et
phospholipases [57].

L’oxydation enzymatique peut avoir lieu a basse température. Les lipoxygénases et les
peroxydases peuvent étre activées par des ruptures au niveau des membranes cellulaires,
causées par des endommagements physiques au niveau des graines, mettant 1’enzyme et le
substrat en contact. Plus la durée du stockage avant la transformation industrielle est longue,
plus la détérioration enzymatique sera prononcée. Les lipoxygénases sont inactivées a des
températures supérieures a 60°C, température a partir de laquelle 1’oxydation non

enzymatique est favorisée [58].

1V.2.2 L’auto-oxydation

Dans le stockage des aliments riches en lipides, les phénomeénes oxydatifs mettent en jeu des
réactions complexes, qui associent une dégradation oxydative (auto-oxydation) et une
dégradation thermique des acides gras libres ou estérifiés. L’auto-oxydation des acides
oléique (C18 :1 n-9) et linoléique (C18 :2 n-6) produit la plupart des substances rances dans
les noisettes [59], tandis que dans les cacahuétes, ¢’est I’acide linoléique (C18 :2 n-6) qui est
le plus touché [60].

L’oxydation des lipides est une réaction auto-catalytique. Il s’agit d’un enchainement de
réactions radicalaires se déroulant en trois étapes (Figure 1.3). Une premiére réaction produit
un radical libre par élimination d’un hydrogene labile de 1’acide gras insaturé (initiation), la
plupart du temps adjacent a la double liaison. Puis les réactions s’enchainent pour produire
plusieurs especes radicalaires dérivées de 1’acide gras (propagation) qui se combinent pour

former des composés non radicalaires (terminaison) [61].

1V.2.2.1 Mécanisme réactionnel de I’auto-oxydation (d’aprés Bolland et Gee, 1946) [62]

A. Initiation

En présence d’un initiateur (1), les lipides insaturés (RH) perdent un atome d’hydrogene pour

former sur I’acide gras touché, un radical libre centré sur le carbone (R°) (radical lipoyle).

RH —— H°+R° (1)

25




Etude bibliographique

B. Propagation

Le radical lipoyle, trés réactif, fixe une molécule d’oxygeéne, pour former un radical
hydroperoxyle instable, centré sur 1’oxygéne (2). Celui-ci arrache a son tour un hydrogene
labile d’un deuxiéme acide gras, formant un hydroperoxyde non radicalaire plus stable (3),

mais générant une nouvelle espéce radicalaire sur le deuxiéme acide gras.

R°+ 02 ——»R0O0O° (réaction rapide) (2)
ROO°+RH — ROOH + R° (réaction lente) (3)

Topallar et al. (1997) [63] ont montré que la sensibilité des acides gras insaturés a I’oxydation
dépend de la capacité de I’hydrogeéne allylique a réagir avec un radical hydroperoxyle.
L’acide linoléique (C18 :2 n-6), aprés action de 1’oxygene, donne essenticllement 2
hydroperoxydes isomeéres. Les hydroperoxydiénes conjugués, qui résultent du départ d’un
hydrogene allylique (13-OOH et 9-O0OH) sont trés majoritaires par rapport aux autres (12-
OOH et 10-O0OH). L’acide linolénique (C18 :3 n-3) forme lui aussi 4 hydroperoxydes 9-
OOH, 12-O0H, 13-O0H, 16-O0H, les formes 16-O0OH et 9-OOH étant majoritaires [62].
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Figure 1.3 : Schéma résumant I’auto-oxydation dans les aliments (d’aprés Nawar, 1996) [61]
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C. Terminaison

Pendant cette phase, les especes radicalaires réagissent entre elles pour donner des especes

non radicalaires, mettant ainsi fin aux cycles réactionnels.
ROO° + ROO° —>» [ROOOOR]—/—> ROOR + 02 4
R° +R° — RR (5)

ROO°+R° —— ROOR (6)

1V.2.2.2 Produits formés au cours de I’auto-oxydation des lipides

L’oxydation des lipides conduit a la formation de produits primaires: hydroperoxydes,
radicaux libres, diénes conjugués, tres instables et rapidement décomposés en produits

secondaires: aldéhydes, alcools, cétones [56].

A. Produits primaires

Des radicaux libres sont formés au cours des phases d’initiation et de propagation de la
réaction d’oxydation des lipides. Ces espéces trés instables et tres réactives sont des composés
susceptibles d’induire des altérations 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 a la chaleur. Ce sont les précurseurs des composés
volatils [64].

Les vitesses d’oxydation des acides gras sont approximativement 1:10:100:200 pour les
acides stéarique (C18:0), oléique (C18:1n-9), linoléique (C18 :2n-6) et linolénique (C18 :3n-

3) respectivement

B. Produits secondaires

e Réarrangements intermoléculaires
Une fois les radicaux formés, il se produit de nombreux réarrangements: formation de
radicaux endoperoxydes, via des endoperoxydes bicycliqgues et la formation de
malondialdéhyde (MDA), bien que d’autres voies soient aussi proposées par Dhale et al.
(1962) [65] ou Pryor et al. (1976) [66] pour la formation du MDA
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e Scissions des hydroperoxydes
La voie majoritaire de scission des hydroperoxydes donne lieu a des radicaux hydroxyles
(OH°®) et des oxyradicaux (RO°). Ces derniers engendrent divers produits d’oxydation ainsi
que de nouveaux radicaux trés réactifs pouvant entretenir la réaction ou réagir avec d’autres
especes chimiques (comme les amines, par exemple). Le remaniement des hydroperoxydes
peut évoluer vers des fonctions époxydes, cétones, hydroxyles, furanes plus stables, avec des
possibilités de cumul sur une méme chaine.
Les hydroperoxydes ne sont pas une espéece chimique tres stable a température ambiante, et
cela est d’autant plus vrai que la température augmente. Chan et al. (1976) [67] ont montré
que les hydroperoxydes se décomposent spontanément au-dessus de 150°C. Lors de cette
décomposition, la teneur en radicaux augmente rapidement et conduit a des réactions de
terminaison. A des températures plus faibles (60-120°C), la décomposition des
hydroperoxydes peut avoir lieu, via la formation d’esters avec d’autres acides gras. Asakawa
et al. (1980) [68] ont montré que les sels de fer catalysent la scission des hydroperoxydes de
I’acide linoléique (C18 :2n-6) et linolénique (C18 :3 n-3), pour former du MDA.

1VV.2.3 Photo-oxydation

En présence de lumicre, I’oxydation photochimique peut se produire. Seule I’initiation de la
réaction conduisant a la formation d’hydroperoxydes, change. Les réactions de propagation et
de terminaison sont identiques a celles de 1’auto-oxydation. Certains composes mineurs de
I’huile (chlorophylles) peuvent étre excités électroniquement apres absorption de la lumicre
(dans de domaine du visible et / ou de 1’Ultra-Violet); ils jouent alors le role de
photosensibilisateurs qui apreés excitation passent de I’état fondamental (Sens) a I’état excité

triplet Sens* [69].
Sens + hv — Sens*

Les photosensibilisateurs oxydent les acides gras par deux types de mecanismes (I et I1), selon
leur nature.

Ceux décrivant le premier mécanisme (type 1), par exemple la riboflavine (vitamine B2),
agissent comme les radicaux libres initiateurs. Dans leur état triplet, ils arrachent un atome

d’hydrogéne ou un électron d’un acide gras (RH) pour former des radicaux libres

Sens* + RH —» SensH° + R°
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Le radical alkyle (R°) ainsi formé est ensuite capable de réagir avec I’oxygéne triplet (302)

pour générer des hydroperoxydes
R° + 302 —— ROOH

Dans le mécanisme de type Il, les photosensibilisateurs excités (Sens*) comme les
chlorophylles et leurs produits de dégradation (phéophytines et phéophorbines), reviennent a
leur état fondamental en activant I’oxygeéne atmosphérique qui passe alors de son état
fondamental dit « triplet » (302) a un état excité trés réactif (*O.), état dans lequel I’oxygéne a
suffisamment d’énergie pour se fixer directement sur les acides gras insaturés pour engendrer

des hydroperoxydes des acides gras.

Sens* +30, — Sens + !0z

02 + RH — ROOH + 302

L’oxygene singulier formé par voie photochimique jouant le role d’initiateur, est plus réactif
que ’oxygéne triplet, ce qui rend la réaction de photo-Oxydation plus rapide que I’auto-
oxydation [70].

Les photo-sensibilisateurs accélerent I’oxydation de I’huile [71]. Il a été démontré que des
quantités importantes de chlorophylles compromettent la résistance a I’oxydation des huiles
d’olive exposées a la lumiére [72]. Les phéophytines ont une plus grande activité
photosensible que les chlorophylles mais plus faible que celles des phéophorbines [73]. Par
ailleurs, bien que les chlorophylles soient de puissants pro-oxydants en présence de lumiére
en agissant comme photosensibilisateurs de 'O, ils réagissent comme des antioxydants a
I’obscurité en donnant un hydrogéne aux radicaux libres [74]. En revanche, le p-caroténe est
un fort inhibiteur naturel de la photo-oxydation : il agit comme protecteur en désactivant
I’oxygene singulier produit par les chlorophylles, et filtrerait les longueurs d’onde actives des
radiations lumineuses, protégeant ainsi I’huile contre 1’activation de I’oxygeéne par la lumiére.

Cependant au-dela de 40°C son activité est réduite car il se dégrade [72].

I1VV.2.4 Oxydation thermique

L’oxydation thermique des huiles alimentaires présente des mécanismes similaires a ceux de
1’auto-oxydation mais plus intenses. Une serie de réactions telles que I'nydrolyse, I'oxydation,
la polymérisation, I'isomérisation et la cyclisation (a 180°C ou plus) [75] peuvent se produire.
La Figure 1.4 présente un schéma simplifié des principales réactions mises en jeu lors de

I’oxydation des lipides, a savoir 1’auto-oxydation et la photo-oxydation.
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Figure 1.4: Schéma des principales réactions mises en jeu lors de 1’oxydation des lipides
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IVV.2.5.Les principaux facteurs influencant I’oxydation lipidique
1V.2.5.1 L’oxygéne

La quantité d’oxygene dissoute dans 1’huile, qui ne peut étre retirée, conditionne 1’intensité de
I’oxydation puisque la vitesse de la réaction d’oxydation est directement liée a la pression
partielle de ’oxygéne [76]. Ainsi la perméabilité en oxygeéne de I’emballage et le volume libre
d’air au-dessus de la surface de I’huile conditionnent de fait la bonne conservation de 1’huile
au cours de son stockage [76-78].

L’emballage le plus efficace pour la conservation de I’huile se révele étre le verre, 1’acier inox
ou I’aluminium car ils constituent une barriére a ’oxygéne bien que le verre ne protége pas
I’huile des radiations lumineuses lorsqu’il est incolore. Quant aux emballages plastiques [78],
ils ne protégent I’huile que durant quelques mois (3-6 mois) du fait de leur perméabilité en
oxygene qui varie selon le classement suivant. PVC (chlorure de polyvinyle) > PET
(téréphtalate de polyéthyléne) > PP (polypropyléne) > PS (polystyrene).

Certains de ces plastiques ont pourtant I’avantage d’étre opaques mais le role de I’oxygéne est
un facteur clé plus important que la lumiere dans le ranciment des huiles. Pristouri et al.
(2010) [78] proposent alors 1’utilisation du PET enrobé de résine contenant des pieges a
oxygéne comme alternative au verre traditionnel. D’aprés les travaux de Mendez et al.
(2007) [77], ’emballage Tétra-brik serait un bon compromis entre les récipients en carton
plastifiés et ceux en étain qui sont les contenants les moins utilisés mais qui semblent les plus
efficaces pour la conservation de I’huile durant au moins six mois.

Pour réduire le risque d’oxydation durant le stockage, I’espace de téte de I’emballage peut étre
aussi rempli par un gaz inerte. Di Giovacchino et al. (2002) [79] ont étudié I’influence du
taux de remplissage d’une bouteille d’huile d’olive remplie a 60, 90 ou 98% avec de ’air ou
de I’azote, stockée sous différentes conditions de température et ont montré que la présence
d’azote ralentissait le processus d’oxydation et augmentait sa résistance a 1’oxydation sans
modifier ses qualités organoleptiques. Pour éviter ce probléme d’espace de téte, Pistouri et al.,
(2010) [77] conseillent de transvaser 1’huile dans un récipient adéquat ne laissant
pratiquement aucun volume d’air au-dessus de la surface de I’huile. D’autres auteurs comme
Garcia et al. (2001) [80] soulignent I’'importance d’introduire de 1’azote a la production en

ligne de I’huile d’olive.
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1VV.2.5.2 La chaleur

La chaleur est connue comme le facteur influengant le plus la réaction d’auto-oxydation.
Gbmez-Alonso et al. (2004) [81] ont montré que la constante de vitesse de cette réaction
augmentait exponentiellement en fonction de la température lorsqu’une huile dépourvue de
pro- et d’antioxydants est placée a I’obscurité. L’effet de la chaleur est complexe car elle
augmente la vitesse d’oxydation de 1’huile tout en diminuant la solubilité¢ de 1’oxygeéne dans
I’huile et en favorisant la décomposition des hydroperoxydes en divers produits secondaires.
Mais la dépendance vis-a-vis de la chaleur est difficile a prévoir car un grand nombre de

parameétres entrent en jeu [82].

1VV.2.5.3 La lumiére

L’exposition a la lumiére initie 1’auto-oxydation [76] et entraine une photo-oxydation de
I’huile [83]. Les huiles exposées a la lumiére, méme sous un faible rayonnement UV, sont
moins stables que celles conservées a 1’obscurité. Caponio et al. (2005) [70], Luna et al.
(2006) [84] et Kiritsakis et al. (1985) [85] montrent qu’il existe une différence de
comportement entre la chlorophylle a et les phéophytines (a et b) aprés huit heures
d’illumination de I’huile d’olive : les peroxydes se forment en plus grande quantité en
présence de phéophytines. De plus, ’huile enrichie en chlorophylles devient incolore, preuve

de la dégradation de ceux-ci, alors que celle contenant les phéophytines conserve sa couleur.

IV.2.5.4 La composition chimique de I’huile

La stabilité oxydative d’une huile est due, non seulement a sa grande proportion en acides
gras mono insaturés par rapport aux polyinsaturés, mais aussi a la présence de composés
mineurs qui ont une activité anti oxydante importante [81].

L’oxydation lipidique augmente avec le degré d’insaturation des acides gras [86] et la
présence d’acides gras libres aurait un effet pro-oxydant de part la présence du groupement
carboxylique [87].

La présence de métaux de transition comme le fer et le cuivre peut promouvoir 1’auto-
oxydation en catalysant la décomposition des hydroperoxydes [88]. La stabilité oxydative
d’une huile est directement liée a sa composition en phénols [89] qui jouent un role
protecteurs en bloquant la phase de propagation de 1’auto-oxydation des acides gras insaturés
[90] en piégeant les radicaux libres et en chélatant les métaux [91]. Parmi eux,

I’hydroxytyrosol (3,4-dihydroxy-phenylethanol) s’est révélé étre I’antioxydant le plus efficace
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[92]. Le tyrosol et ses dérives ont par contre une faible activité anti oxydante, voire nulle, du
fait de I’absence de groupement donneur d’¢lectrons [93]. Les ortho-diphénols tels que 1’acide
caféique sont oxydés en quinones par les ions ferriques et deviennent inefficaces vis-a-vis de
I’inhibition des radicaux libres [94], Chimi et al. (1990) [95] ont établi le classement suivant
quant au pouvoir antioxydant des huiles d’olive : hydroxytyrosol> acide caféique> tyrosol.
D’autres compos€s mineurs jouent aussi un role protecteur non négligeable dans la stabilité
des huiles d’olive. La teneur initiale en a-tocophérol de I’huile influence beaucoup sa
résistance a 1’oxydation et est étroitement corrélée avec la quantité de diénes conjugues durant
le stockage [90]. Sa concentration diminue si I’oxygéne est réguliérement renouvelé [96] et
décroit plus vite lorsque I’huile est stockée a la lumiére [70]. L’a-tocophérol posséde un effet
inhibiteur de I’auto- et de la photo-oxydation. A 1’obscurité, il joue le role de donneur
d’¢lectrons en interrompant la réaction en chaine du processus radicalaire alors qu’il devient
accepteur d’électrons en présence de lumicre en désactivant 1’oxygene singulet [97]. Mais
I’ajout de ce constituant dans des échantillons d’huile exposés a la lumiére n’a que trés peu
d’impact selon Kiritsakis et al. (1985) [85] ou n’est efficace qu’a trés faibles quantités
ajoutées selon Blekas et al. (1995) [98]. En effet, a partir d’un certain seuil, il devient pro-
oxydant [90, 98]. Par ailleurs, 1’a-tocophérol montre un effet synergique avec un des
principaux caroténoides, le B-caroténe [72] qui lutte aussi contre 1’oxydation de 1’huile en
étant lui-méme protégé par 1’a-tocophérol [99].

Cependant, I’effet du p-caroténe diminue progressivement car les caroténoides sont dégradés
par la lumiere et la température. En présence de chlorophylles, qui sont des photo-
sensibilisateurs transformant, sous I’effet de la lumiére, I’oxygéne atmosphérique en oxygene
singulet tres réactif, les carotenes et tocophérols sont détruits plus rapidement car ils
désactivent 1’oxygene singulet.

De maniére générale, les effets de ces différents composés mineurs sur la stabilité d’une huile
sont nettement moins significatifs a 1’obscurité qu’a la lumiére [100]. Caponio et al. (2005)
[70] suggerent qu’a la lumiére, I’huile est protégée principalement par les tocophérols et les
caroténoides alors que les substances phénoliques ont alors un réole secondaire. A 1’obscurité,
ce sont les phénols qui se révelent étre les composés les plus impliqués pour protéger 1’huile
de son auto-oxydation.

En résumé, 1’oxydation lipidique conduit d'abord a la formation des peroxydes et des
hydroperoxydes, produits instables qui vont évoluer en des produits secondaires d’oxydation

comme des hydrocarbures, des alcools, des aldéhydes et des cétones qui peuvent également
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étre oxydés en acides carboxyliques [75]. L'huile oxydée aura un intérét nutritif moindre
qu'une huile bien conservée [101]. Ainsi, pour maintenir la composition lipidique et la teneur
en composes phénoliques et volatils responsables des propriétés organoleptiques et
nutritionnelles, tres appréciées dans 1’huile d’olive, il est indispensable de contrdler tous les
facteurs qui provoquent cette oxydation lipidique, favorisée par la lumiére (photo-oxydation),
la chaleur (oxydation thermique), la concentration en oxygene (auto-oxydation), I’humidité,

la présence de métaux a 1’état de traces ainsi que les lipoxydases [102].

V. La chimiométrie

V.1 Introduction

En spectroscopie, la chimiométrie est tres utilisée pour obtenir des résultats quantitatifs et
qualitatifs sur des systemes complexes. En effet, cette discipline permet d’extraire, a partir des
variables réelles, 1’information en condensant les données sous forme de variables latentes. Le
modele différenciera donc les données utiles et les variables aléatoires comme le bruit de
fond. La spectroscopie infrarouge est une méthode d’analyse secondaire ce qui la différencie
des outils d’analyses conventionnels. Les spectres acquis font I’objet d’un traitement et d’une
analyse poussée afin de permettre I’obtention d’une information pertinente et exploitable. La
chimiométrie est la méthode d’extraction de 1’information pour I’interprétation des données

spectrales [103].

V.2 Méthodes chimiométriques

Il existe une grande gamme de méthodes multivariées, dont une liste non-exhaustive des plus
populaires inclue les suivantes: PCA, Factor Analysis, ICA, PCR, PLS, PLS-DA, SIMCA,
PARAFAC, Tucker, MANOVA, Réseaux de neurones, «Kohonen networks», «Fuzzy
methods», «Warping», Algorithmes génétiques, «Support vector machines», «Multivariate

curve resolution» et Ondelettes [104].
V.3 Méthodes multivariées
V.3.1 Méthodes prédictives

L’objectif principal d’une méthode prédictive est d’estimer au mieux a partir de données, les

valeurs d’une ou plusieurs variables pour de nouveaux échantillons. Dans les applications
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analytiques le cas le plus fréquemment rencontré correspond a la prédiction d’une variable
quantitative, comme la concentration d’un composant présent dans le produit étudié.

Avant d’appliquer une méthode chimiométrique, il est nécessaire de créer une collection
homogene de spectres. Il est important de numériser les spectres afin de changer un signal
continu en une suite de nombres (valeur de la mesure spectrale a une longueur d’onde donnée
par exemple).

L’acquisition de plusieurs dizaines de spectres est nécessaire a 1’établissement d’un modele.
Ils sont regroupés dans un tableau et traités par la méthode chimiométrique la plus adaptée
[103].

V.3.1.1 La régression linéaire

L’analyse par spectroscopie nécessite un étalonnage permettant d’établir la liaison entre une
variable a prédire Y et les spectres des individus considérés, représentés par les mesures
spectrales aux différentes longueurs d’onde.

La régression linéaire est une technique qui permet d’établir des équations de prédiction (ou
modeles) permettant de relier la variable Y (teneur en Principe Actif (PA) par exemple) et des
variables X1, X2, ..., Xp (absorbance a une longueur d’onde donnée). Les méthodes de
régression sont basées sur le principe des moindres carrés et s’appuient sur les statistiques
[103].

A. La régression linéaire simple

Pour le modéle par régression linéaire simple, I’ensemble des variables indépendantes est
réduit a une seule variable. L’absorbance a une seule longueur d’onde est retenue comme
variable X. Une représentation graphique de Y en fonction de X est réalisée. Si les points
apparaissent alignés, la régression linéaire par la méthode des moindres carrés permet de

rechercher la fonction affine qui passe au plus prés des points.

L’objectif est de définir la relation affinée suivante : y = a xi+ b. Pour cela on doit estimer les
valeurs de a et b et évaluer la validité de cette relation. Ensuite, le coefficient de corrélation r
permet d’évaluer la force de la linéarité entre X et « y », et par conséquent, la validité du
modele. La validité du modele peut aussi étre évaluée a 1’aide du coefficient de détermination
R2 [103].
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B. La régression linéaire multiple

En pratique I'utilisateur dispose des valeurs spectrales pour différentes longueurs d’ondes et
souhaite prédire une variable Y en tenant compte de toute 1’information disponible.

L’objectif est de prédire une variable Y a partir des variables x1, X2, ..., Xp qui sont des
variables spectrales prises a différentes longueurs d’ondes. Le modéle est donné par
I’équation : yi= ao+ aiXit+ a2Xizt ... + apXip*t €i

La géneralisation de la régression linéaire simple pour p variables explicatives. e
correspondant a 1’erreur du mod¢ele exprime ou résume I’information manquante dans
I’explication linéaire des valeurs de yi a partir des Xis, ..., Xip. La qualité d’ajustement au
modele de la régression linéaire multiple peur étre mesurée a ’aide du coefficient de

détermination R2 [103].

V.3.1.2 La régression aux moindres carrés partiels (PLS ; Partial Least Square

regression)

La regression PLS, ou régression au sens des moindres carrées partielles ou régression par
projection sur des structures latentes (PLS) [105] est I’outil standard pour faire des
étalonnages prédictions en chimiométrie. Cette méthode a son origine vers 1975 avec H.
Wold [106] a été étudiée et développée par plusieurs autres auteurs, comme S. Wold [107,
108], Martens et Naes [105] ou Tenenhaus [109].

En alternative a la méthode de régression linéaire multiple, la méthode de régression PLS est
la méthode la plus connue et la plus utilisée dans le domaine de la chimie et la spectrométrie,
ou souvent, les données répondent a ce type de propriétés [110,103].

C’est une méthode de modélisation linéaire, qui consiste en une régression de la variable a
prédire y sur des variables ti,to,....ta qui sont des variables latentes (combinaisons linéaires
de X1, X2, ....xm) OU m represente le nombre de colonnes de la matrice X des variables
prédictives. Les variables latentes en PLS sont construites pour maximiser la covariance entre
X et y. Elles sont déterminées en tenant compte non seulement des variables prédictives mais
aussi de la variable a prédire [111].

On peut calculer nvecteurs t, mais seuls les A premiers seront utilisés pour la régression, les
autres seront éliminés. De cette facon, la variabilité sans intérét est écartee et seule

I’information utile est retenue dans le modéle.
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y=X8 ®

Ou:
B: Coefficients de régression du modéle PLS

Les coefficients de régression sont utilisés pour prédire la valeur yp d'un nouvel échantillon,

pour lequel on a mesuré les variables x: (x= vecteur ligne)

yp = xB

Un modele de régression PLS est basé sur la relation entre y et un jeu de variables latentes

(2)

orthogonales.
La procédure PLS basée sur I’algorithme de NIPALS (Nonlinear Iterative Partial Least
Squares) est itérative et a donc 1’avantage de permettre d'arréter la construction du modéle
lorsque le nombre de variables latentes est optimal, et donc d’¢éliminer du « bruit » du mod¢le
de régression, soit par une procédure de validation croisée, soit par 1’utilisation d'échantillons
d’étalonnage et de validation [112].
L’¢laboration du modele d’étalonnage pour la prédiction des constituants correctement choisis
se fait selon les étapes suivantes :

e Sélection d’échantillons d’étalonnage et de validation;

o Détermination des valeurs de référence associées a chacun de ces échantillons

(données y) par la méthode de référence;
e Enregistrement des spectres du jeu d’étalonnage (données X) ;

e Calcul du modéle mathématique de prédiction (y = f (x));

e Validation du modéle de prédiction.
La validation croisée « leave-one-out » consiste a déterminer le nombre optimal de variables
latentes a utiliser dans le mod¢le en se basant sur le seul jeu d’échantillons d’étalonnage, sans
recourir 2 un jeu d’échantillons de validation séparé. La validation croisée est réalisée en
enlevant successivement chaque échantillon du jeu d’étalonnage. Dans un premier temps,
I’échantillon n°l1 est écart¢ du jeu de taille n, et I’étalonnage est réalisé sur les n-1
échantillons restants et le mod¢le établi est testé sur 1’échantillon 1 en comparant sa valeur
prédite a sa valeur observée. Ensuite, 1'échantillon 1 est réintégré et c’est au tour de

I’échantillon 2 d’étre écarté. De ce fait, la procédure se poursuit en écartant tour a tour chacun
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des échantillons de role de 1’étalonnage, pour servir a tester le modele. Une fois tous les
échantillons testés, la procédure est répétée avec une variable latente de plus, et ainsi de suite
jusqu'a ce que le nombre maximal de variables latentes soit atteint. La dimensionnalité
optimale correspond au nombre de variables latentes donnant un minimum d'écarts entre les
valeurs prédites et valeurs mesurées pour les échantillons écartés. Le critere statistique
caractérisant la qualité du mod¢le est I’erreur quadratique de validation croisée, RMSECV

(Root Mean Square Error of Cross Validation) dont la formule est :

Zn:(yi - ;/icv)2

RMSECV = {|=
n 3)

RMSECV <

On peut aussi travailler avec RMSECYV % = 100

(4)

Pour avoir une idée de I’erreur relative moyenne, et regarder le coefficient de détermination
calculé par validation croisée (CV) qui représente en fait le pourcentage de variance expliqué

par le modele.

i(;icv_ 3_/)2
R2 — i:1n -
Z(yi - y)2

(%)

Avec : y, = la concentration observée ; y = la concentration moyenne observée ;

Y.cv = la concentration prédite par Validation Croisée pour 1’échantillon retiré ;

n= le nombre d’échantillons testés = le nombre d’échantillons dans le jeu d’étalonnage

[2]

V.3.2 Analyse en composantes principales (ACP)

Pearson (1901) [113], pour la premicre fois, a expliqué la technique de 1’Analyse en
Composantes Principales (ACP) [114] et développée ensuite par Hattelinge en 1933 [110].
L'ACP est une méthode de statistique exploratoire permettant de décrire un grand jeu de
données de type individus/variables (ou échantillons/grandeurs mesurées). Lorsque les

individus sont décrits par un nombre important de variables, aucune représentation
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graphique simple ne permet de visualiser le nuage de points formé par les données. L’ ACP
propose une representation dans un espace de dimension réduite, permettant ainsi de mettre
en évidence d’éventuelles structures au sein des données. Pour cela, il faut rechercher les
sous-espaces dans lesquels la projection du nuage déforme le moins possible le nuage initial.
La qualité de représentation d’une variable sur un axe factoriel est exprimée par le coefficient
de corrélation 95 linéaire entre la variable initiale et la nouvelle variable (composante
principale). Un des points les plus délicats de I’ACP est d’apprécier la perte d’information
engendrée par la réduction de la dimension [56].
L’idée a la base de ’analyse en composantes principales est de rendre compte de la variance
observeée dans les données initiales en se limitant & un nombre réduit de composantes, définies
comme étant des transformations mathématiques pures et simples des variables initiales.
L’algorithme utilisé pour la détermination de ces composantes obéit a deux contraintes
importantes.
e La premiere composante extraite doit maximiser la proportion de variance expliquée
dans les variables initiales,
e La deuxiéeme composante, indépendante de la premiére, doit expliquer a son tour la
plus grande proportion de variance possible parmi la variance laissée inexpliquée par

la composante CP1.

Le nombre maximum de composantes principales qu’il est possible d’extraire d’une matrice
de corrélation est égal au nombre de variables dans la matrice. Toutefois, le pourcentage de
variance expliquée par chaque composante décroit systématiquement a mesure que 1’on
progresse dans le processus d’extraction et peut devenir tout a fait négligeable une fois que les
composantes les plus importantes auront été extraites. Prendre trop peu de composantes
revient a négliger une part importante de 1’information. Inversement, en prendre un trop grand

nombre revient a considérer le bruit comme une information.

V.3.2.1 Sur un jeu de données

La méthode la plus naturelle pour interpréter les composantes principales est de les relier aux
variables initiales, en utilisant les corrélations précédemment déterminées. Généralement,
pour un couple de composantes principales CP1 et CP2, on interpréte les corrélations a partir
du cercle de corrélation ou chaque variable est représentée par un point dont la coordonnée
sur un axe factoriel est une mesure de la corrélation entre cette variable et le facteur. Dans

I’espace de dimension p la distance des points-variables a ’origine est égale a 1. Donc par
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projection sur un plan factoriel, les points-variables s’inscrivent dans un cercle de rayon 1 (le
cercle des corrélations) et sont d’autant plus proches du bord du cercle que le point-variable
est bien représenté par le plan factoriel, ¢’est-a-dire que la variable est bien corrélée avec les
deux facteurs constituant ce plan. L’angle entre 2 variables, mesuré est égal au coefficient de

corrélation linéaire entre les 2 variables [56].

e Si les points sont trés proches (angle proche de 0), les variables X1 et X, sont trés
fortement corrélés positivement

e Sil’angle est égal 4 90°, alors il n’y a pas de corrélation linéaire entre X1 et Xz

e Si les points sont opposés, si 1’angle vaut 180°, alors X1 et Xo sont trés fortement

corrélés négativement.

Seules les variables situées au bord du cercle peuvent étre interprétées.

Une fois les composantes principales déterminées, les individus dans les plans factoriels
formés sont représentés en croisant deux a deux les axes factoriels retenus. Chaque
représentation est interprétée en essayant de repérer des groupes d’individus et en donnant a
ces groupes une signification en fonction de leur place dans les plans factoriels. Dans notre
étude, pour leur donner le méme poids, chaque variable (c'est-a-dire chaque grandeur

chimique) est divisée par la déviation standard avant les étapes itératives de I’ACP.

V.3.2.2 Sur des données spectrales

Comme précédemment, une fois les composantes principales déterminées, les individus dans
le plan factoriel formé sont représentés en croisant deux a deux les axes factoriels retenus.
Chaque représentation est interprétée en essayant de repérer les groupes d’individus et en
donnant a ces groupes une signification en fonction de la place dans les plans factoriels.

On pourra ensuite revenir aux données spectrales ayant un sens physique pour le
spectroscopies en s’intéressant au loading des composantes principales, qu’il est aisé de
convertir en graphe équivalent a un spectre reconstitué dans lequel I’axe X représente les
variables ou longueurs d’onde et I’axe Y la pondération (ou intensité) de chaque longueur

d’onde pour le facteur considéré [56].
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V1. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)

Les spectres infrarouges (IR) contiennent des informations importantes sur les composants
individuels des mélanges complexes. La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier
(IRTF) peut améliorer considérablement les capacités d'analyse quantitative de la
spectroscopie IR. Il joue un rdle important dans l'analyse des huiles alimentaires en
fournissant des techniques plus simples et plus rapides pour déterminer les parameétres de
qualité d'huile courants et l'identification de la structure moléculaire provient du contenu
d'informations élevé des spectres IR et pour attribuer des bandes d'absorption spécifiques aux
groupes fonctionnels. La technique IRTF présente plusieurs avantages par rapport a la
technique IR dispersive: amélioration du rapport signal sur bruit, résolution et précision plus
élevées de la mesure de longueur d'onde, ainsi que des avantages en termes de stockage et de
manipulation des données. Pour ces raisons, l'application de la spectroscopie IRTF est
devenue une préoccupation majeure dans I'étude des graisses et des huiles alimentaires.

Cette technique est également capable de caractériser les huiles alimentaires a l'aide de
techniques statistiques multivariées telles que la régression aux moindres carrés partiels (PLS)
et I'analyse en composantes principales (ACP), permettant ainsi de mettre en évidence les
différences entre les spectres et de classer les échantillons.

Le degré d'insaturation des huiles alimentaires et des graisses alimentaires peut étre déterminé
par spectroscopie IRTF, a partir du rapport absorption des bandes de vibration d'étirement
oléfiniques et aliphatiques -C-H ou de I'absorption d'une bande unique, telle que la bande
d'étirement -C = C 1658 cm™ ou la bande oléfinique a 3007 cm, bien que, dans ces cas, seule
la cis-insaturation soit prise en compte. Le degré d'insaturation est étroitement lié a Il'indice
d'iode et peut étre déterminé au moyen d'étalonnages entre les deux paramétres, y compris les
insaturations cis et trans.

Un autre paramétre important pour les huiles alimentaires, tel que le nombre de
saponification, peut étre déterminé a partir de spectres infrarouges au moyen d'étalonnages
appliquant la régression aux moindres carrés partiels PLS a plusieurs régions spectrales. Les
parameétres liés a la concentration des produits d'oxydation primaires ou secondaires des
huiles et des graisses alimentaires, tels que l'indice de peroxyde, peuvent également étre
obtenus a partir de données spectroscopiques IRTF associées a des étalonnages PLS en bon
accord avec les méthodes chimiques. Cette technique s'est avérée utile pour surveiller le
processus d'oxydation de I'huile [115, 116, 117, 118, 119]
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Etude expérimentale

|. Etude de ’adultération d’une huile d’olive

1.1 Introduction

La qualité de I'nuile d'olive est définie du point de vue commercial, nutritionnel et sensoriel
[1]. En raison de sa saveur, de son ardbme et de ses propriétés santé; I'huile d'olive est
certainement considérée comme un produit premium [2,3]. C'est pourquoi il est fréqguemment
adultéré par des huiles alimentaires moins cheres [4]. En plus de I’huile de noisette (sa
composition est similaire a I'nuile d'olive) qui est fréquemment utilisée, les huiles : de mais,
de tournesol, de sésame, de vigne [5], de soja et de colza, sont également utilisées [6].
L'adultération est un probléme important dans les industries alimentaires parce que les
ingrédients a co(it élevé sont remplacés par des ingrédients a faible codt [7, 8]. Etant donné
que les consommateurs sont conscients de la sécurité et de la qualité alimentaire, ils exigent
toujours la garantie de la qualité et du contenu des aliments [7, 9]. La détection de
I'adultération est un défi pour les chercheurs en particulier lorsque l'adultérant a une
composition chimique similaire a celle de I'huile d'origine [10].

En plus de la chimie alimentaire et industrie, la spectroscopie Infrarouge a Transformée de
Fourier IRTF est utilisée pour I'étude des huiles et des graisses alimentaires [11] afin de
détecter l'adultération des huiles alimentaires [12]. Il a été démontré que les méthodes IRTF
sont de puissants outils analytiques rapides et non destructifs. Dans la plupart des cas, ils
nécessitent peu ou pas de préparation d'échantillons. Les intensités des bandes spectrales étant
proportionnelles a la concentration, IRTF est également un excellent outil pour l'analyse
quantitative.

Afin de traiter, interpréter et prédire les données chimiques, des techniques chimiométriques
peuvent étre utilisées [13]. Les techniques chimiométriques sont trés importantes pour étudier
les graisses et huiles alimentaires [14], en particulier pour I'étude d'authentification [15].
L'étalonnage multi-varié est utilisé pour élaborer la relation entre la concentration de I'analyte
(s) et la réponse du dosage instrumental comme les spectres IRTF [16].

Plusieurs publications ont rapporté I'application de techniques chimiométriques appliquées
aux données spectrales IRTF pour lI'analyse quantitative de certaines huiles alimentaires. La
présence d'huile de noisette [17], d’huile tournesol et d’huile de mais [18] d’huile de
tournesol, d’huile mais, d’huile de soja et d’huile de noisette [19], d’huile de tournesol,
d’huile de soja, d’huile de sésame et d’huile de mais [20] et d'huile de palme [21] analysé en

utilisant la spectroscopie IRTF combinée avec des techniques chimiométriques.
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Dans cette étude, la présence d’huile alimentaire "huile de tournesol, huile de colza, huile de
mais et huile de soja" dans 1’huile d'olive a été détectée par spectroscopie IRTF couplée avec
des méthodes chimiométriques. Elle fournit une méthode rapide et efficace pour détecter
I'adultération de I’huile d'olive avec I’huile alimentaire. Par conséquent, les données
spectrales ont subies une analyse des moindres carrés partiels PLS et l'analyse en
composantes principales ACP. Le PLS est capable de corréler le changement de transmittance
spectrale a la concentration d'huile alimentaire tout en concourant a d'autres spectres qui
peuvent perturber les spectres analysés. La performance du modeéle a été évaluée par le
coefficient de détermination R? et l'erreur quadratique moyenne de validation croisée
RMSECV. Les données analytiques ont été disposées dans une matrice contenant 17 variables

a 12 concentrations d'échantillonnage.

1.2 Matériels et méthodes
1.2.1 Echantillonnage

Huile d’olive, huile de tournesol, huile de colza, huile de mais et huile de soja sont utilisées
dans cette étude, ces huiles alimentaires sont achetées au marché local. On a préparé 12
échantillons a base de chaque huile alimentaire, Un mélange de 5% a 50% (v / v) pour chaque
huile alimentaire dans I'huile d'olive a été préparé et analysé par IRTF. Cette partie est réalisée
au niveau du Laboratoire d’Analyses Industrielles et Génie des Matériaux (LAIGM) de
I’université de 8 Mai 1945 Guelma.

Huile d’olive (HO) ; Huile de tournesol (HT) ; Huile de colza (HC) ; Huile de mais (HM) ;
Huile de soja (HS)

1.2.2 Spectroscopie infrarouge a transformé de fourrier (IRTF)

1.2.2.1 Appareillage

Le spectrometre infrarouge comporte trois parties essentielles:

e Une source de rayonnement

e Un dispositif permettant de séparer les longueurs d’onde

e Un systéme de présentation de 1’échantillon
Le spectrometre IRTF utilisé pour cette étude est le 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.
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1.2.2.2 Mode d’acquisition

Le mode d’acquisition employé dans cette étude IRTF est en transmittance en utilisant

comme porte échantillon deux pastilles en KBr.

A. Parametres optique

-Source : Globar

-Separatrice: KBr
-Détecteur: DTGS

B. Parameétres d’acquisition

- Spectre résultant: transmittance

- Résolution: 4cm?

- Accumulation pour I’échantillon: 20 scans

- Limite supérieure d’acquisition: 4000 cm™
- Limite inférieure d’acquisition: 400 cm™?

11.2.2.3 Prétraitements des données spectrales

Les prétraitements ont deux objectifs principaux: ’amélioration du signal, et la condensation

des données. Les prétraitements visant a améliorer le signal évidemment en relation avec le

mode ultérieur d’exploitation des données spectrales et incluent:

1.
2.
3.
4.

La réduction du bruit dans les spectres
L’¢limination de I’effet des déformations de la ligne de base
L’affinage de la position des bandes d’absorption

L’élimination des variations d’intensité globale sans intérét

La condensation des données spectrales peut se faire par des méthodes reposant sur une

décomposition spectral en variables latentes, ou par des méthodes basées sur le choix a priori

des variables ou des observations jugées pertinentes pour le probleme considéré.

A. Amélioration du signal

Les spectres sont affectés par les propriétés physiques de 1’échantillon (taille et distribution

des particules) et par des variations du chemin optique [22].
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Les prétraitements permettant d’améliorer le signal sont ainsi indispensables pour une
meilleure analyse des données, en éliminant I’effet du bruit ou d’une d »formation dans le

spectre. Ces traitements comprennent :

B. Correction linéaire de ligne de base

Ce traitement transforme une ligne de base pentue en une ligne de base horizontale. La
technique est de choisir deux variables, toutes deux prenant la valeur O pour définir la

nouvelle ligne de base.
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Figure 11.1: spectre (a) sans et (b) avec correction de la ligne de base

C. Normalisation

Dans beaucoup de situations, les spectres presents des variations incontrdlées d’intensité
globale dépendant principalement de la longueur du trajet optique a travers la cuve de mesure
ou a l'intérieur de 1’échantillon. Quand ce trajet est treés court, il est difficile d’avoir des
conditions d’acquisition parfaitement reproductibles [23].

La normalisation réduit trés fortement les variations d’intensit¢ générale des spectres. Il
consiste a diviser la valeur de chaque variable d’un spectre par un nombre représentatif de

I’intensité générale de ce spectre.
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Figure 11.2: spectre (a) sans et (b) avec normalisation

11.2.2.4 Mode opératoire

Une goutte de 1’échantillon est déposée et bien étalée sur la surface centrale de la pastille en
KBr a I’aide d’un tube capillaire et I’installe dans le porte-échantillon ; ensuite on expose
I’échantillon a travers un faisceau lumineux. On effectue 20 scans pour avoir une meilleure
acquisition du spectre, et on enregistre le spectre. Le nettoyage des pastilles aprés chaque
mesure est effectué avec chloroforme.

Apres collections des données, les spectres IRTF obtenus ont été traités.

1.2.3 Méthodes statistiques et chimiométriques

L’analyse chimiométrique, y compris la quantification en utilisant les régressions linéaires
multiples, la régression PLS et ’analyse en composantes principales ACP, a été exécutée en
utilisant le logiciel MINITAB 16.

1.2.3.1 Choix des variables
Pour établir des modéles qui permettent de calculer le pourcentage de I’huile alimentaire dans

I’huile d’olive, nous avons choisi :

o Variable dépendante : pourcentage de I’huile alimentaire dans I’huile d’olive.

o Variables indépendantes : Les transmittances a des longueurs d’ondes bien précises.
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On s’est basé sur le choix des variables indépendantes a des longueurs d’ondes qui montrent
des différences entre les spectres des différents échantillons. Le fichier ainsi établit devient le
champ d’application des plusieurs régressions simple et multiple et & moindre carrés partiels
PLS.
Les méthodes statistiques utilisées dans cette étude sont :

e Les régressions linéaires multiples.

e Les régressions a moindres carrées partiels PLS.

e [’analyse en composantes principales ACP.

1.2.3.2 Théorie de la régression des moindres carreés partiels PLS

Cette analyse supervisée était basée sur la relation entre I'intensité du signal et la modification
de I'échantillon.

L'interférence et le chevauchement de l'information spectrale peuvent étre surmontés en
utilisant une analyse multi-composante puissante telle que PLS. Cette méthode permet une
approche statistique sophistiquée utilisant la totalité de la région spectrale plutdét que des

bandes

1.2.3.3 Analyse en composantes principales ACP

Afin de permettre de trouver une relation entre les variables, identifier I'observation et
détecter la structure dans les données; ACP [24] est une technique non supervisée qui est
utilisée. La dimensionnalité de la matrice de données originale est réduite par ACP; en
construisant des composantes principales (PCs) %' sont des combinaisons linéaires des
variables originales. Une grande partie de la variabilité des données originale est capturée par
les premieres PCs. Les données ont été mises a I'échelle automatiquement et ont suivi le
critere de Kaiser; seuls ces PCs avec des valeurs propres supérieures a l'unité ont été retenus
[25].

1.3 Résultats et discussion

1.3.1 Analyses spectrales

L'importance de la spectroscopie IR dans l'identification des structures moléculaires provient
des informations de contenu et de la possibilité d'assigner certaines bandes de transmittances
liées a ses groupements fonctionnels. Dans les graisses et les huiles, la plupart des pics et des
épaules du spectre sont attribuables aux groupements fonctionnels spécifiques.
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Figure 11.3 : spectres IR-TF des échantillons étudiés

La figure 11.3 présente les spectres IR-TF d’huile d'olive, d’huile de tournesol, d’huile de
colza, d'huile de mais et d'huile de soja & 4000-450 cm™. Ces spectres sont similaires en
raison de la similitude de la composition chimique de I'huile d'olive et d'autres huiles
alimentaires. La présence de petite quantité d'huile alimentaire dans I'huile d'olive est mise en
évidence par de petites variations dans les valeurs de l'intensité maximale des bandes

spécifiques dans les spectres.

L'évaluation analytique des spectres d'huile d'olive, d'huile de tournesol, d'huile de colza,

d'huile de mais et d'huile de soja est donnée dans le tableau 11.1.
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Tableau 11.1 : Régions du spectre IRTF d’huile alimentaire [26]

Fréguence (cm™) Attribution de groupe fonctionnel

3008 élongation de H-C=C insaturé

2924 et 2852 Vibration d’élongation asymétrique et symétrique de groupe méthyléne

—CH>
1743 (Ester c)arbonyle groupe fonctionnel de triglycérides
1465 Vibration de déformation des groups aliphatique CH. et CH3
1417 Vibration des liaisons CH d’oléfines cis- disubstituées
1402 Vibration de déformation de groupe =C-H
1377 Vibration de déformation de groupe CH>

1236 et 1160 Déformation de groupe C-O

1117 et 1098 Vibration d’¢longation de groupe ester C-O

1030 Elongation de groupe C-O

962 Vibration de déformation de groupe fonctionnel CH trans-oléfines
isolées

850 Vibration de =CH>

721 vibrations de déformation du groupe CHa.

1.3.2 Contribution des méthodes chimiométriques

L'analyse des variations des spectres IRTF n'est pas facile car ces changements sont tres
faibles. En outre, il y a tellement de pics sans résolution. Pour une meilleure visualisation des
tendances, la compression de l'information spectrale est nécessaire. L'adultération de I'huile
d'olive a été étudiée par des modéles linéaires. Le PLS a été utilisé, car c'est un outil capable
d'adresser la décomposition des spectres a la variable dépendante (pourcentage d'huiles

alimentaire dans I'huile d'olive).
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1.3.2.1 Modéles linéaires pour le calcul du pourcentage d’huile alimentaire dans I’huile
d’olive

Tableau I11.2 : Modeles linéaires pour le calcul du pourcentage de I'huile alimentaire dans

I'nuile d'olive
Echantillon Y% R2% P
HT -7.86 T + 26,7 T2 _33.1T** + 0.963 T+ 7.42 T**® 9970 0.00
| HC | -60.1 TH6 _11.2 T + 20.8 T™* — 46.0 T**** + 88.8 T*"" | 99.42 [ 0.00 |
HM 877 T3007 _ 142 7?7 +436 TP - 1.28 T2+ 11.2 T8  99.49 0.00
| HS | -12.1 T3 + 2,54 T77 1,64 T + 11,6 T2 | 99.39 | 0.00 |

Le tableau 11.2 donne les modeéles linéaires obtenus par les régressions linéaires multiples
pour calculer le pourcentage d'huile alimentaire dans I'huile d'olive. Selon ces résultats on
remarque que ; pour I'huile d'olive adultérée avec I'huile de tournesol, le bon modéle obtenu
est basé sur 5 variables avec des transmittances a 3008 cm™ correspondant a 1’élongation en
double liaison C-H cis; 2854 cm™ correspondant a la vibration d’élongation asymétrique et
symétrique de groupe méthyléne (-CHy); 1745 cm™ correspondant au élongation de groupe
C=0 (ester) groupe carbonyle des triglycérides ; avec un coefficient de détermination R? =
99.70. Selon le modéle adapté, on remarque que les coefficients des variables: T28%4, T34
T sont positifs c.-a-d. l'augmentation du pourcentage d'huile de tournesol dans I'huile
d'olive entraine une augmentation de la transmittance a ces longueurs d'onde alors que les
coefficients des variables T3 T174 sont négatifs ce qui montre que l'intensité de ces bandes
diminue en fonction du pourcentage d'huile de tournesol. D'un point de vue statistique, le
modele obtenu est trés significatif a travers I'analyse des variances et des qualités statistiques.
La valeur de P = 0.00 inférieure a a = 0.05 pour un niveau de confiance de 95%, ceci qui
prouve que la liaison globale entre le pourcentage d'huile de tournesol dans I'huile d'olive et
les données spectrales est tres significative.

Le bon modeéle obtenu pour I'huile d'olive adultérée avec I'huile de colza est basé sur 5
variables avec des transmittances a; 1716 cm™ attribuable a 1’élongation du groupe C=0 des
acides. 1656 cm™ indiquent la présence du groupement C = C, 1464 cm™ vibration de
déformation des groupes aliphatique CH, et CHs, 1377 cm™ vibration de déformation de
groupe CHz; avec un coefficient de détermination R? = 99.42. Les coefficients des variables:
T4 T1877 sont positifs. Par conséquent, l'augmentation du pourcentage d'huile de colza
entraine une augmentation de la transmittance a ces longueurs d'onde alors que les

coefficients des variables T116, T16% et T1464 sont négatifs; ils indiquent que l'intensité de ces
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bandes diminue en fonction du pourcentage d'huile de colza. D'un point de vue statistique, le
modéle obtenu est trés significatif a travers l'analyse des variances et des qualités statistiques.
La valeur de P= 0.00 inféricure a a = 0.05 pour un niveau de confiance de 95% qui prouve
que la liaison globale entre le pourcentage d'huile de colza dans I'huile d'olive et les données
spectrales est trés significative.

Pour I'huile d'olive adultérée avec de I'huile de mais, le bon modéle obtenu est basé sur 5
variables avec des transmittances a 3007 cm™ correspondant & I'élongation de double liaison
C-H cis. 2957 cm™ correspondant & vibration d’élongation asymétrique et symétrique de
groupe méthyléne (—CH,). 1746 cm™ correspondant & 1’élongation de groupe C=0 (ester)
groupe carbonyle des triglycérides, 1118 cm™ vibration d’élongation de groupe C-O ester ;
avec un coefficient de détermination R? = 99.49. Selon le modéle adapté, on remarque que les
coefficients des variables: T4 T8 gsont positifs donc l'augmentation du pourcentage
d'huile de mais entraine une augmentation de la transmittance a ces longueurs d'onde et les
coefficients des variables T3007, T2%7 et T1622 sont négatifs ce qui montre que l'intensité de ces
bandes diminue en fonction du pourcentage d'huile de mais. D'un point de vue statistique, le
modele obtenu est tres significatif par I'analyse des variances et des qualités statistiques. La
valeur de P = 0.00 inférieure a oo = 0.05 pour un niveau de confiance de 95%, ce qui prouve
que la liaison globale entre le pourcentage d'huile de mais dans I'huile d'olive et les données
spectrales est trés significative.

Le bon modele obtenu pour I'huile d'olive adultérée avec de I'huile de soja est basé sur 4
variables avec des transmittances a 3007 cm™ correspondant & I'élongation de double liaison
C-H cis. 2677 cm™ est attribué au groupe carbonyle (résonance de Fermi). 1239 cm™
correspondant & déformation de groupe C-O ; avec un coefficient de détermination R? =
99.39. Selon le modele adapté, on remarque que les coefficients des variables: T2677, T12%9
sont positifs. Ainsi, de l'augmentation du pourcentage d'huile de soja entraine une
augmentation de la transmittance a ces longueurs d'onde. Alors que les coefficients des
variables T30%7 T153 sont négatifs indiquant que l'intensité de ces bandes diminue en fonction
du pourcentage d'huile de soja. D'un point de vue statistique, le modeéle obtenu est trés
significatif par l'analyse des variances et des qualités statistiques. La valeur de P = 0.00
inférieure a a = 0.05 pour un niveau de confiance de 95%, ce qui prouve que la liaison globale
entre le pourcentage d'huile de soja dans I'huile d'olive et les données spectrales est tres

significative.
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1.3.2.2 Modéles PLS pour le calcul du pourcentage d’huile alimentaire

La régression PLS a été appliquée sur les spectres IR-TF de 4000-450 cm™ pour construire un
modele d’étalonnage entre le pourcentage de 1’huile de tournesol et la transmittance a une
longueur d’onde bien précise. Pour établir des modeles PLS nous avons gardé les mémes
variables de départ utilisées pour les régressions multiples.

Le PLS a la capacité d'utiliser des informations de spectres d'échantillons a partir de
fréquences a large spectre. De plus, il est capable de corréler le changement de transmittance
spectrale et sa concentration d'huile alimentaire tout en concordant avec d'autres spectres qui
peuvent perturber les spectres analysés. Dans le modéle d'étalonnage PLS, I'évaluation de la
linéarité de la méthode a été transportée afin de montrer une relation proportionnelle entre les
réponses (transmittances) et les concentrations d’huile alimentaire dans I'huile d'olive.

La qualité des modeéles PLS est testée a travers les valeurs des coefficients de détermination
R?, I'erreur quadratique moyenne de validation croisée RMSECV, la variable de Fischer F et
P-value. Pour la validation, nous avons choisi la validation croisée (tableau 11.3).

Tableau 11.3 : Paramétres statistiques obtenus par validation croisée complete sur PLS de
tous les échantillons

Echantillon R?Calculé R?prédit RMSECV F P
HT 99.99 99.83 1.09 7517.71 0.00
| HC | 9979 | 9653 | 369 | 40643 | 000 |
HM 99.63 96.40 4.61 154.85 0.00
| HS | 9987 | 9877 | 284 | 19377 | 000 |

Le nombre optimal de facteurs PLS a été déterminé en utilisant une validation croisée. Deux
variables latentes ont été utilisées pour construire le modele. La performance du modéle a été
évaluée par le coefficient de détermination R?. La valeur de P est 0.000 inferieure a o= 0.05
(niveau de confiance 95%) ce qui montre que le modele est trés significatif de point de vue
statistique.

L'excellent modeéle est obtenu pour I'nuile d'olive adultérée avec de I'huile de tournesol; la
valeur R? obtenue est de 99,99% (en étalonnage) et de 99,78% (en prédiction). PLS donne un
meilleur modéle d'étalonnage et de prédiction pour I'huile d'olive adultéré avec de I'huile de
colza et de I'huile de soja que l'huile d'olive adultéré avec 1’huile de mais. La valeur élevée de

RMECYV (4,61) a été obtenue pour I'huile d'olive adultéré avec de I'huile de mais.
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Le diagramme de sélection des modéles PLS est une représentation graphique des coefficients
de déterminations en fonction des composantes sélectionnées, le résultat trouvé est donné par
la figure 11.4a, 11.4b I1.4c, 11.4d.

La ligne verticale indique que le mod¢le optimal est celui a (9 composantes pour 1’huile
d’olive adultéré par huile de tournesol, 6 composantes pour I’huile d’olive adultéré par huile
de colza et 7 composantes pour 1’huile d’olive adultéré par huile de mais et par I’huile de

soja) sélectionnées par validation croisée.
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Figure 11.4 : Diagramme de sélection de mod¢le PLS d’huile d’olive adultérée avec (a) huile

de tournesol, (b) huile de colza, (c) huile de mais, (d) huile de soja

Pour mieux discuter les resultats trouvés, nous avons calculé le pourcentage de I’huile
alimentaire par les modéles PLS et tracer les diagrammes des réponses PLS qui représentes
les courbe de pourcentage calculée par le modéle PLS et celle réelle (figure 11.5a, 11.5b, 11.5c,
11.5d).

Le diagramme des réponses indique que les modeles sont parfaitement adaptés aux données

spectrales. 1l existe de légeres différences entre les réponses ajustées (en noire) et les réponses
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ajustées par la validation croisée (en rouge), qui n’affectent en rien la validité de la méthode

pour tous les modéles.
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Figure 1.5 : Diagramme des réponses PLS d’huile d’olive adultérée avec (a) huile de

tournesol, (b) huile de colza, (c) huile de mais, (d) huile de soja

Nous avons représenté aussi le diagramme des coefficients normalisés PLS sur la figure

(11.6a, 11.6b, 11.6¢, 11.6d).

D’aprés le diagramme (a), les transmittances aux nombres d’ondes 3008 cm™, 2854 cm™,
1397 cm?, 1377 cm™ 1238 cm et 1119 cm™ possédent des coefficients normalisés les +plus
¢élevés et le plus fort impact sur I’adultération de I’huile d’olive avec 1’huile de tournesol. Les
transmittances ; 2854 cm, 1655 cm™, 1455 cm™?, 1417 cm™, 1377 cm™?, 1238 cm™ et 1119
cm? sont liées positivement au pourcentage de I’huile de tournesol, contrairement aux
variables 3008 cm™, 1745 cm™, 1397 cm™ et 1160 cm™ qui y sont liées négativement.

Les transmittances aux nombres d’ondes 3006 cm™, 2851 cm?, 1745 cm™ et 1118 cm™
possedent des coefficients normalisés les plus élevés et le plus fort impact sur I’adultération
de I’huile d’olive avec I’huile de colza. Les transmittances ; 1745 cm™, 1716 cm™, 1541 cm™,

1377 cm?, 1239 cm?, 1118 cm™ et 1097 cm™ sont liées positivement au pourcentage de
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I’huile de colza, contrairement aux variables 3472 c¢cm™, 3006 cm™, 2956 cm™, 2851 cm™,
1656 cm™, 1622 cmt, 1464 cm™ et 1402 cm™qui y sont liées négativement voir le diagramme
(b).

Selon le diagramme (c), on remarque que les transmittances aux nombres d’ondes 3007 cm™,
1656 cm™, 1463 cm™, 1417 cm™ et 1118 cm™ possédent des coefficients normalisés les plus
élevés et le plus fort impact sur I’adultération de 1’huile d’olive avec I’huile de mais. Les
transmittances ; 3471 cm, 2730 cm™?, 2675 cm™, 1746 cm™, 1463 cm™, 1417 cm, 1377 cmt
et 1118 cm™ sont liées positivement au pourcentage de 1’huile de mais, contrairement aux
variables 3007 cm?, 2957 cm?, 1656 cm™, 1400 cm? et 1095 cm™qui y sont liées
négativement.

Pour I'huile d’olive adultérée avec 1’huile de soja, les transmittances aux nombres d’ondes
3007 cm?, 2854 cm?, 1464 cm?, 1378 cm™ et 1163 cm™ possédent des coefficients
normalisés les plus ¢élevés et le plus fort impact sur I’adultération de I’huile d’olive avec
’huile de soja. Les transmittances 2854 cm™, 2677 cm™, 1464 cm™, 1378 cm™, 1239 cm™ et
1118 cm sont liées positivement a pourcentage de I’huile de mais, contrairement aux
variables 3007 cm™ 2957 cmt, 1746 cm™, 1400 cm™, 1163 cm™ et 1095 cm™ qui y sont liées
négativement.

L'analyse chimiométrique montre que les principales régions de longueurs d'onde choisies
pour construire le modéle PLS dhuile d'olive adultérée avec 1’huile de tournesol
correspondent a: d'abord, élongation double liaison C-H cis & 3008 cm™. Deuxiémement,
vibration de déformation de groupe =C-H & 1402 cm™ et vibration de déformation de groupe
CH; a 1377 cm™. Pour I'huile d'olive adultérée avec I’huile de colza le modéle correspondait
a: Premiérement, élongation double liaison C-H cis a 3006 cm™. Deuxiémement, il
correspond a une vibration d’élongation asymétrique et symétrique de groupe méthyléne
(—CH.) a 2851 cm-1. Troisiemement, il correspond a élongation du groupe C=0 (esters)
groupe carbonyle des triglycérides a 1745 cm™. Enfin, il correspond & une vibration
d’élongation de groupe C-O ester a 1118 cm™. Le modele de I'huile d'olive adultérée avec
huile mais correspond a: d'abord, élongation double liaison C-H cis a 3007 cm™.
Deuxiémement, a 1656 cm™ indique la présence du groupement C = C. Troisiémement, la
vibration de déformation des groupes aliphatique CH, et CHs a 1463 cm™. Quatriémement,
des vibrations des liaisons CH d’oléfines cis di-substituées & 1417 cm™. Enfin, la vibration
d’élongation de groupe C-O ester a 1118 cm™. Pour le modele d'huile d'olive adultérée avec
I'huile de soja, on obtient: une élongation double liaison C-H cis a 3006 cm™; Une vibration
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d’élongation asymétrique et symétrique de groupe méthyléne (—CH.) a 2854 cm™ et a 1163

cm! déformation de groupe C-O.
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Figure 11.6 : Diagramme des coefficients normalisent PLS de 1’huile d’olive adultérée avec

(@) huile de tournesol, (b) huile de colza, (c) huile de mais, (d) huile de soja

Le nuage de points pour la relation entre le pourcentage réel et prédit d'huile alimentaire dans
I'huile d'olive pour tous les échantillons présentés dans la figure 11.7 a, b, c et d. Cette figure
indique une relation étroite entre deux variables évaluées en utilisant PLS-IRTF. La relation
entre le pourcentage réel et prédit d'huile alimentaire dans I'huile d'olive montre une bonne

corrélation avec R? de 1, 0.998, 0.996 et 0.999 pour tous les échantillons respectivement.
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Figure 11.7 Diagramme de corrélation de pourcentage réel par rapport au pourcentage prédit
de (a) huile de tournesol, (b) huile de colza, (c) huile de mais, (d) huile de soja dans ’huile

d’olive

1.2.2.3 Etude de I’adultération de I’huile d’olive par analyse en composantes principales
ACP

Pour faire une classification des échantillons étudiés, nous avons utilisé la méthode ACP en se
basant sur les spectres IRTF des échantillons étudiés. Le but de cette analyse est d’obtenir un
petit nombre de combinaisons linéaires prenant en compte la plus grande variabilité des
données. Dans cette étude, les données analytiques ont été disposées dans une matrice
contenant 17 variables & 12 concentrations d'échantillons. Les données IRTF constituent les
variables initiales qui sont traitées par ACP.

La contribution d'huile d'olive adultérée avec de I'huile de tournesol sur deux premiers
composants principaux est de 84,7% (PC1: 69,7%; PC2: 15%). L'huile d'olive adultérée avec
I'nuile de colza sur deux premiers composants principaux montre 97,1% (PC1: 86,1%; CP2:
11%). Dans deux premiers composants principaux, la contribution pour I'huile d'olive
adultérée avec I’huile de mais est de 94,2% (PC1: 83,1%, PC2: 11,1%). Pour I'huile d'olive
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adultérée avec I'huile de soja la contribution sur les deux premiers composants principaux
montre 87,6% (PC1: 76,8%, PC2: 10,8%).
La projection des échantillons dans le plan factoriel formé par la premiere et la deuxiéme

composante principale sont donnés par figure 11.8 a, b, ¢, d

(a) (b)
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Figure 11.8 : Le score ACP obtenu a partir de la matrice de corrélation pour I'huile d'olive
adultéré avec (a) huile de tournesol, (b) huile de colza, (c) huile de mais, (d) huile de soja

D’apres cette figure, on remarque une nette séparation entre les différents échantillons qu’on

peut classer en quatre groupes (1, 2, 3, 4) selon le tableau 11.4.
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Tableau 11.4 : Classification des échantillons étudiés

Groupe 1 2 3 4
Echantillon HT | HC | HM | HS | HT | HC | HM | HS
0% huile 5% 5% 20% 30% 100% huile
alimentaire 10% 10% 25% 35% alimentaire
15% 15% 30% 40%
20% 35% 45%
25% 40% 50%
45%
50%

Toutes les classes résultantes sont parfaitement séparées. Le premier groupe contenait I'huile
d'olive pure sans ajout des huiles alimentaires. Il est prédominant dans CP2 positif.

La pureté de I’huile d’olive diminue on remarque la présence des huiles alimentaires ce qui
signifie une adultération. Les deuxieme et troisieme groupes sont nettement visibles. Le

quatrieme groupe est représenté I'échantillon des huiles comestibles pures.

1.4 Conclusion

La spectroscopie IRTF combinée aux méthodes chimiométriques peut étre utilisée pour
détecter I'adultération de I'huile d'olive avec différentes huiles alimentaires. Apres une étude
statistique détaillée, le modele linéaire de régression a basé de 5 variables avec des
transmittances de: 3008 cm™, 2950-2700 cm™, 1700-1600 cm™ et 1400-1200 cm™; peut étre
utilisé comme des bandes caractéristiques pour obtenir I'adultération de I'huile d'olive.

Le modele PLS peut étre utilisé avec succés pour quantifier I'adultération de I'huile d'olive
avec de I'huile de tournesol aux fréquences de 3008 cm™, 1402 cm™ et 1377 cm™. Pour I'huile
d'olive adultéré avec huile de colza correspond a 3006 cm™, 2851 cm™1145 cm™ et a 1118
cm. Le modéle d'huile d'olive adultérée avec de I'huile de mais correspond aux fréquences de
3007 cm?, 1656 cm™, 1463 cm™ et de 1118 cm™. Les fréquences de 3006 cm™, 2854 cm™, et
de 1163 cm correspondent a un modele PLS d'huile d'olive adultérée avec de I'huile de soja.
Les résultats obtenus par ACP sont similaires et permettent de faire une classification de
I'huile étudiée en 3 classes principales qui sont différentes: huile alimentaires pure, huile

d'olive adultérée et enfin huile d'olive pure.
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I1. Etude de la stabilité oxydative d’huile d’olive

1.1 Introduction

L'huile d'olive est principalement composée de glycérides (98-99%) et de composants
mineurs tels que les stérols, les phénols ... etc. Certains composants mineurs sont responsables
de la saveur et de I'arome d’huile d’olive tels que les composés volatils (aldéhydes, alcools,
cétones et esters) qui sont influencés par les conditions d'extraction et la densité de plantation
des oliviers [27]. Le corps humain ne produit pas d'acides gras mais les prend plutot dans les
aliments qu'il recoit [28].

La composition de I'huile d'olive algérienne a été étudiée déja par Louadj et Giuffre, les
résultats montrent que I'acide oléique était présent a sa plus forte concentration; les valeurs se
situent entre 61% et 67% [29]. La stabilité et la durée de conservation d’'huile d'olive vierge
sont déterminées par les composeés volatils et phénoliques [30].

Les lipides qui contiennent des acides gras insaturés sont sujets a I'oxydation. La préservation
de la qualité des produits alimentaires est déterminée par leur protection contre le
rancissement d'oxydation par [I'utilisation d'antioxydants définis comme une série de
composés bioactifs [31]. L'oxydation des huiles conduite a différentes réactions: la formation
des radicaux alkyle et des radicaux alkyle-proxyle en plus de la formation et la décomposition
d’hydroperoxydes [32]. La durée de conservation des produits alimentaires peut étre réduite
par l'oxydation des lipides ainsi que par les réactions défavorables dans les huiles
alimentaires. L'addition d'antioxydants est efficace pour retarder I'oxydation des lipides et des
aliments contenant des lipides [33].

L'acide citrique (CA), un acide organique important avec une large gamme d'applications, a
été cristallisé a partir de jus de citron par Scheele en 1784 CA [34], un antioxydant puissant
parmi les acides hydroxycinnamic, est répandu dans le régne végétal. L'utilisation de CA peut
fournir des avantages doubles en inhibant I'oxydation des lipides, car il est un piégeur de
radicaux libres; il peut également augmenter les valeurs nutritionnelles du produit final [35].
Le but de cette étude est d'accéder aux stabilités oxydatives des différents échantillons d'huile
d'olive vierge recoltés dans le nord-est de I'Algérie en fonction de leurs changements
structural dans les constituants, suivis par les changements de leurs spectres IRTF et de leurs
parametres physico-chimiques. Les analyses sont effectuées réguliérement tous les 30 jours
pendant un an a travers Koz, K270, teneur en caroténoides et chlorophylles, acidité libre et

indice de peroxyde, spectres IRTF pour les échantillons d'huile d'olive vierge et pour les
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échantillons d’huile d’olive avec une petite quantité d'acide citrique dans l'eau (1%o en
volume) comme antioxydant. Il est connu que la qualité de I'huile d'olive est considérée en ce
qui concerne les valeurs sans aucun additif. Méme si le Conseil oléicole international interdit
l'inclusion d'additifs dans I'huile d'olive; la présence d'une solution diluée (jusqu'a 1 %o en
volume) d'acide citrique, améliore la stabilité de I'huile d'olive contre les effets destructeurs
des peroxydes. La spectroscopie IRTF combinée a I'étalonnage multivarié a été utilisée pour
I'évaluation de I'auto-oxydation de I'huile d'olive vierge. Le modele PLS met en corrélation les
valeurs réelles et estimeées par I''RTF du temps de stockage avec un coefficient de

détermination élevé

1.2 Matériels et méthodes

11.2.1 Echantillonnage

Cinq échantillons d’huile d’olive sont collectés a partir d'unités d’extraction localisées dans
plusieurs régions oléicoles des différentes régions du Nord-est algérien (Tebessa, Souk Ahras,
Bouati Mahmoud, Hamam N'bail, Bouchegouf) récoltées a l'automne 2013/2014. Ces huiles
sont classées selon leur provenance. Leur procédé d’extraction est un systéme continu sans
chauffage. Pour chaque huile d'olive, deux préparations sont faites; le premier avec additif «
acide citrique » et la deuxieme sans additif. Les deux préparations ont été préparées comme
suit:

Echantillons 1a, 1b, 1c, 1d et le: les préparations sont faites pour tester I'effet de I'acide
citrique. La préparation est composée de 1 ml de solution aqueuse d'acide citrique qui est
ajoutée a 99% de chaque huile d'olive.

Echantillons 2a, 2b, 2c, 2d et 2e: avec 100% de chaque huile d'olive; pour déterminer le
comportement de I'huile d'olive sans aucun additif. Toutes les analyses ont été effectuées tous
les 30 jours pendant une année.

Chaque échantillon est prélevé a partir d’un échantillon global par homogénéisation et
réduction de la masse appropriée qui est représentative du lot et destinée a 1’analyse au
Laboratoire d’Analyses Industrielle et Génie des Matériaux (LAIGM) a I'université de 8
mai 1945- Guelma. Les échantillons d‘huile d’olive sont mis dans des flacons en verre foncé
propres et secs d’une taille minimale de 250 ml muni de bouchon, et placé a 1’abri de la
lumiere selon la norme AFNOR T60-280 (1987) [36]. Une étiquette est collée sur chaque
flacon indiquant 1’aire oléicole, le numéro de I’échantillon et le systeme d’extraction
(méthode moderne pour tous les échantillons).

a: Tebessa ; b : Souk Ahras ; ¢ : Bouati Mahmoud ; d : Hamam N’bail ; ¢ : Bouchegouf
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Figure 11.9 : Carte oléicole des zones d’échantillonnage

11.2.2 La spectroscopie UV- Visible
11.2.2.1 Appareillage

Le spectrométre UV utilisé pour cette étude est le Spectrophotomeétre UV-1800 de Shimadzu
équipé de deux cellules de 1cm d’épaisseur. La mesure de 1’absorption ou la transmission a
une ou plusieurs longueurs d’onde (jusqu’a huit). L’utilisation du logiciel UV-1800 probe
fourni permet de controler I’'UV-1800 avec un micro-ordinateur. Le logiciel UV probe un
produit tout-en-un qui comprend les quatre fonctions suivantes : Mode spectre, photométrie

(quantification), le mode cinétique (temps) et un générateur de rapports.

11.2.2.2 Analyse spectrophotométrique dans I’ultra-violet

En 1931 Gillam et al, [37] ont démontré que les graisses naturelles développaient un pic
d’absorption proche de 230-235 nm durant le stockage, dans le domaine de I’ultraviolet, la
phase d’oxydation de I’huile est exprimée par les coefficients d’absorptions (Extinction

specifique) (K232 et Ka7o); le premier stade d’oxydation de I’huile, donne des hydroperoxydes
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qui sont détectés par leur absorption dans UV aux environ de 232 nm. Ensuit ses peroxydes se
transforment en produits divers tels: des cétones insaturés et des dicétones qui s’absorbent
dans I’'UV vers 270 nm.

Les coefficients d’absorptions K232 et Ki7o dans 1’ultraviolet évaluent le degré et le stade

d’oxydation. Les coefficients d’absorptions d'un acide gras saturé sont nuls [38].

A. Détermination de I’absorbance et de I’extinction spécifique (K232 et K270)

Tous les corps gras naturels contiennent de 1’acide linoléique en quantité plus ou moins
importante. L’oxydation d’un corps gras conduit a la formation d’hydropéroxydes linoléique
qui absorbent la lumiére ultraviolette au voisinage de 266 nm. Si I’oxydation se poursuit, il se
forme des produits secondaires d’oxydation.

Les di¢nes et les tricnes conjugués sont a doser dans I’huile d’olive selon la norme du Conseil
Oléicole International (2003) [39]. Cet examen spectrophotométrique dans 1’ultraviolet peut
fournir des indications sur la qualité d’une maticére grasse.

La détermination de I’absorbance a 232 nm et au voisinage de 270 nm permet la détection des
produits d’oxydation des acides gras insaturés, lorsqu’ils ont une structure diénique conjuguée
(Exp : hydroperoxyde linol¢ique C18 : 2), et des produits secondaires d’oxydation ayant une
structure trienique (dans le cas de la présence d’acides gras a trois doubles liaisons).
L’extinction a 270 nm d’un corps gras brut peut étre considérée comme une image de son état
d’oxydation, plus I’huile est peroxydée et plus I’extinction & 270 nm est forte, plus elle est

riche en produits secondaires d’oxydation.

1. Matériels
- Fiole jaugée de 10 ml.
- Balance électronique.
- Spectrophotomeétre de marque UV-1800 SHIMADZU équipé de deux cellules
de 1cm d’épaisseur.
- Deux cuves en quartz.
2. Produits
- Hexane pur

3. Mode opératoire

Une prise de 0,1 g de I’huile d’olive et dissoute dans 10 ml d’hexane. La lecture des

absorbances est effectuée dans une cuve en quartz par rapport a celle du solvant, sur un
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spectrophotometre eéquipé d’une fibre optique de 1cm d’épaisseur selon la norme conseil

oléicole international 2011 [40].

4. Expression des résultats

Les valeurs sont exprimées comme extinction spécifique K exprimé comme suit :
K=Abs A/Cxd....... (1)

Ou:
Abs_ X : Absorbance a la longueur d’onde A.
C : Concentration de la solution en g/100 ml.

d : épaisseur de la cuve (1cm).

b. Détermination de la teneur en chlorophylles et en caroténoide

Les chlorophylles et les caroténoides sont déterminés par leurs absorbance a 670 et 472 nm,
respectivement a 1’aide d’un spectrophotométre UV-Vis. La norme utilisée est Minguez-
Mosquera, 1991 [41].

1. Matériels
- Fiole jaugée de 10 ml.
- Balance électronique.
- Spectrophotométre de marque UV-1800 SHIMADZU équipé de deux cellules
de lcm d’épaisseur.
- Deux cuves en quartz.
2. Produits
- Hexane pur

3. Mode opératoire

3 g d’huile sont précisément mesures puis dissout dans 1’hexane a un volume final de 10 ml.

Le maximum d’absorption a 670 nm est relié a la fraction des chlorophylles et a 475 nm la
fraction caroténoidiques. La valeur du coefficient d’extinction spécifique appliqué est 6=613
pour la phéophytine comme compose majeur dans la fraction chlorophyllique est 5=2000 pour

la lutéine comme composé majeur de la fraction carotenoidique.
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4. Expression des résultats

La teneur en pigment est calculée comme suit :
c1 = (Abs_470 x 10%)/(Eg x 100 x d) ....... 2)

Ou:
c1 représente la teneur en pigments caroténoides exprimée en mg / kg de lutein a (ppm)
d représente I'épaisseur de la cuve (1 cm)

Eo = 2000 pour le caroténoide

c; = (Abs_670 x 10%)/(Ey X 100 X d) ........ (3)
ou:
c2 represente la teneur en pigments de chlorophylle exprimée en mg / kg de phéophytine
(Ppm)

Eo = 613 pour la chlorophylle

d représente I'épaisseur de la cuve (1 cm)

11.2.3 Analyse physico-chimique

11.2.3.1 Acidite libre

A. Définition

L’acidité est le pourcentage d’acides gras libres contenus dans un corps gras, par convention,
elle s’exprime en pourcentage d’acide oléique pour les huiles d’olive et représente un
paramétre important dans 1’évaluation de sa qualité [42].

L’acidité est mesurée selon la norme [43].

L’indice d’acide est le nombre de milligramme d’hydroxyde de potassium nécessaire pour
neutraliser les acides gras libres présents dans un gramme de corps gras [44]. Cet indice
permet de mesurer la quantit¢ d’acide gras libre résultant des réactions d’hydrolyse et
d’oxydation des triglycérides [45]. Les huiles destinées a la consommation doivent contenir
moins de 1% d’acides libres [46].

La méthode consiste a doser les acides gras libres par une solution titrée d’hydroxyde de

potassium.

R-COOH + KOH ———  R-COOK + H20
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b. Matériels et produits

1. Matériels
- Balance
- Ballon
- 2 Burettes de 50 ml
- Eprouvette graduée
- Agitateur magnétique et barreau
2. Produits
- Ethanol
- Hexane
- Solution d’hydroxyde de potassium alcoolique (KOH 0.1mol/I)
- Solution d’acide chlorhydrique (HCI 0.097 mol/l)

- Phénolphtaléine (indicateur coloré)

c. Mode opératoire

Dans un ballon, peser une masse d’huile d’olive, ajouter 15 ml d’hexane et 2 gouttes de

phénolphtaléine

Etape 01 : I’excés de KOH

Doser la solution d’échantillon par I’hydroxyde de potassium en agitant constamment
jusqu'au virage de l'indicateur a couleur rase aprés le changement de couleur en ajoute un
exces de KOH jusqu'au un volume V1.

Etape 02 : Dosage en retour (neutralisation avec HCI)

En suite cette solution est dosée par I’acide chlorhydrique avec agitation jusqu'a décoloration.

Calculs:
Pour calculer I’indice d’acide on a calculé :
- Le volume de KOH : Vkon = V1i— V2 (V1 : volume de KOH a I’excés, V2 : volume
de HCI a retour)
- Lamassede KOH : mgoy = Vkonw X Ckon X Mgon (Ckon = 0.1 mol/l, Mkon
=56 g/mol)
1A =K% 5 10 .........(d)

Mpyile
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11.2.3.2 Indice de peroxyde

A. Définition

Les hydroperoxydes (LOOH) sont les produits primaires de I’oxydation lipidique [47].
L’indice de peroxyde d’un corps gras est le nombre de milliéquivalents d’oxygene actif
contenu dans 1 kilogramme de produit et oxydant I’iodure de potassium KOH avec libération
d’iode et titration de celui-ci par le thiosulfate de sodium NaxS:03 ; ce paramétre nous
renseigne sur le degré d’oxydation des huiles [48]. 1l est déterminé selon la norme francaise
NF EN ISO 3960. Il permet d’apprécier le degré d’oxydation d’une huile. Cet indice permet
de suivre 1’état de conservation d’une huile ou état d’avancement de 1’oxydation [49].
Lorsqu’une huile n’est pas soumise & de bonnes conditions de conservation ou a un bon
traitement, sa qualité peut se détériorer de diverses maniéres, mais le plus souvent par

hydrolyse ou par oxydation. Elle devient ainsi impropre a la consommation [45].
La réaction suivante a lieu entre les hydroperoxydes et les ions iodure I [47] :
LOOH+ 2CH3COOH + 2K* + 21" — 12 + LOH + 2CH3COO" + 2K* +H20
L’iodure libéré est titré par le thiosulfate de sodium, selon la réaction suivante :
2(S20s>+Nah)+1; [ S406> +2 Na* + 21

La quantité formee de di-iode est proportionnelle a celle des hydroperoxydes initialement

présents [50].

B. Matériels et produits
1. Matériels
- Balance
- Bécher
- Eprouvette graduée
- Agitateur magnétique et barreau
2. Produits
- Chloroforme
- Acide acétique
- Eaudistille

- Amidon (indicateur colore)
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- Solution de thiosulfate de sodium (Na2S203)

- Solution d’iodure de potassium saturé (KI)

c. Mode opératoire

On introduit une masse connue et voisine de 2 g d’huile d’olive dans un bécher on ajoute
successivement 10 ml de chloroforme, 15 ml d'acide acétique et 1 ml d'iodure de potassium
saturé en agitant, le bécher est abandonné a I'obscurité pendant 5 minutes. Pour arréter la
réaction on ajoute 75 ml d'eau en présence d'empois d'amidon comme indicateur coloré. Si
une couleur violacée apparait apres agitation énergétique, il y a présence de peroxyde.
On fait le titrage immediatement avec thiosulfate de sodium N/200 jusqu'a disparition de la
couleur violette.

On effectue un essai & blanc dans les mémes conditions opératoires.

2(S203)2 + 12 » 54062 + 21

Calculs:
_ W= Vy)
IP = /My - )

V1: volume, en ml, de thiosulfate de I'essai a blanc

V> : volume, en ml, de thiosulfate

11.2.5 Méthodes statistiques et chimiométriques

L'analyse chimiométrique, incluant la quantification utilisant la régression aux moindres
carrés partiels PLS, a été réalisée a l'aide du logiciel MINITAB 16. Le nombre optimal de
facteurs PLS a été détermine en utilisant la validation croisée en tracant le nombre de facteurs
par rapport a l'erreur quadratique moyenne de la validation croisée (RMSECV) et en

déterminant les facteurs minimaux.

11.2.5.1 Choix des variables
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Pour établir des modéles qui permettent de calculer le temps de stockage de 1’huile d’olive,
nous avons choisi :

e Variable dépendante : temps de stockage de I’huile d’olive.

e Variables indépendantes : Les transmittances a des longueurs d’ondes bien précises.
On s’est basé sur le choix des variables indépendantes a des longueurs d’ondes qui montrent
des différences entre les spectres des différents échantillons. Le fichier ainsi établit devient le

champ d’application de la régressions aux moindre carrés partiels PLS.

11.2.5.2 Théorie de la régression aux moindres carrés partiels PLS

Cette partie est mentionnée dans le chapitre II de la partie expérimentale (Etude d’adultération
d’huile d’olive)

11.3 Résultats et discussion

Pour déterminer I'effet du temps de stockage dans I'obscurité a température ambiante sur la
qualité de I'huile d'olive, les résultats de chaque paramétre ont été comparés aux valeurs
obtenues pour les échantillons analysés immédiatement apres 1’extraction (témoins: t = 0
mois).

La qualité de I'nuile d'olive sélectionnée a été évaluée par les indices spectroscopiques Kazz,
K270; valeurs d'acidité libre et de peroxyde et également par des données spectroscopiques de
IRTF.

Tableau I1.5 illustre les parametres de qualité obtenus pour 5 huiles d'olive collectées.

Tableau 11.5: Paramétres de qualité des huiles d'olives collectées

Parameétres | Tebessa | Souk Bouati Hammam | Bouchegouf | EVOO
de qualité Ahras Mahmoud | N’bail (EEC,2003)
K232 0475 +|0.647 +[0272 +|1863 +|0.446 <250
0.014 0.019 0.008 0.060 0.013
K2o 0.104 +£]0.182 +]0.153 +|0.107 +£|0.109 +<0.22
0.003 0.005 0.004 0.003 0.003
Acidité libre {0.08 +|0.160 +|0.220 +|0.330 +0.280 <08
0.004 0.008 0.006 0.009 0.008
Indice de 7127 x|7652 +|7448 £|7313 +|7.825 <20
peroxyde | 0.056 0.082 0.072 0.025 0.091

Les valeurs de Koz, K270, d'acidité libre et de I’indice peroxyde sont représentées dans le

tableau 1.5, ees-valeurs—sentinfériedres—aux—normes—fixéesparf51}. Cela reflete la qualité
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supérieure de I'huile obtenue a partir d'olives fraiches et saines récoltées au point de

maturation optimal, suivie d'une extraction immédiate sans stockage des olives.

11.3.1Changements dans les parametres Kzs2, K270

L'absorption ultraviolette est un indicateur plus délicat de I'oxydation et est liée a la présence
des systemes conjugués de diéne et de triéne (absorbance ultraviolette & 232 et 270 nm,
respectivement).

K232 est un indicateur de la formation d’hydroperoxyde et de dieénes conjugués. K27 est un bon
indicateur de la phase secondaire de I'oxydation, car il est lié a la présence de produits finis
tels que les trienes ou les composés carbonyles insaturés qui représentent l'aréme
caractéristique d'une huile oxydee, a montré la méme tendance.

Les valeurs maximales autorisées de Kz et K270 pour les huiles d'olive extra vierges sont
respectivement de 2.50 et 0.20.

Les valeurs initiales d’indice K232 sont comprises entre 0.272 et 1.863. Alors que les valeurs
initiales du Ka7o sont entre 0.104 et 0.182. Ces valeurs sont dans les limites permises par la
législation. Dans le tableau 11.6, aprés 6 mois de stockage, on peut voir que I'oxydation
primaire et secondaire augmente dans tous les échantillons. Pour I'huile d'olive avec l'acide
citrique, le K232 a dépasse la limite aprés 6 mois alors qu'il dépassait la limite avant 6 mois
pour I'huile d'olive sans aucun additif. En outre, les Ka7o étaient dans la limite avant 12 mois
de stockage pour I'huile d'olive avec de I'acide citrique alors qu'il est dans les limites dans une
période inférieure a 6 mois de stockage pour I'huile d'olive sans aucun additif.

L'efficacité observée agissant sur I'huile d'olive peut étre due a la libération progressive de

composés a activité antioxydant de I'acide citrique dans I'huile d'olive.
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Tableau 11.6: Evolution de K232, K27 dans les échantillons étudiés pendant le temps de

stockage
Echantillons | Tempe de (@) (b) (©) (d) (e)
stockage | Tebessa Souk Bouati Hammam | Bouchegouf
(mois) Ahras Mahmoud N’bail
K232
0 0.475 + 0.647 + 0.272 + 1.863 + 0.446 +
0.014** 0.019 0.008 0.060 0.013
1* 6 1.791 + 2.012 + 1.480 + 2311+ 2.008
0.054 0.060 0.044 0.069 0.060
12 3.366 + 3.385 3.398 + 3.282 + 3.398 +
0.100 0.101 0.102 0.098 0.102
2% 6 1.925 + 2.345 + 1.488 + 2331+ 2312 +
0.057 0.070 0.044 0.069 0.069
12 3.452 + 3.486 + 3.481 + 3.486 + 3.484 +
0.103 0.104 0.104 0.104 0.104
K270
0 0.104 + 0.182 + 0.153 + 0.107 + 0.109
0.003 0.005 0.004 0.003 +0.003
1 6 0.256 £ 0.226 £ 0.281 0.275 % 0.257 +
0.008 0.006 0.008 0.008 0.007
12 0.300 + 0.446 + 0.510 + 0.576 + 0.585 +
0.009 0.013 0.015 0.017 0.015
2 6 0.270 £ 0.280 £ 0.282 + 0.275 % 0.275 +
0.008 0.008 0.008 0.008 0.008
12 0.330 + 0.613 + 0.867 + 0.646+ |0.699+0.21
0.009 0.018 0.026 0.019

*1: Huile d'olive avec acide citrique; 2: Huile d'olive sans aucun additif

** Moyenne = SD (n=3); dans chaque colonne et pour chaque partie

La figure 11.11 montre les résultats enregistrés dans le tableau 11.6

Selon la figure 11.11, on remarque que la valeur de K23 de I'échantillon de Hammam N'bail

est élevée par rapport a d'autres échantillons étudié au point zéro (0 mois de stockage). Aprés

6 mois de stockage, les valeurs de K232 sont augmentées d'un pourcentage significatif de tous

les échantillons. Apreés 6 mois de stockage, on remarque que I’augmentation de la valeur de

K270 pour tous les échantillons dans les deux préparations est la méme. Aprés 12 mois de

stockage, I'augmentation de la valeur de K27 de I'échantillon Bouati Mahmoud est trés élevee

par rapport aux autres échantillons pour I'huile d'olive sans aucun additif.
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Figure 11.10 : Evolution de K232, K270 dans les échantillons étudiés pendant le temps de
stockage, (1) Huile d’olive avec 1’acide citrique, (2) Huile d'olive sans aucun additif
11.3.2 Variation des caroténoides et des chlorophylles

Les caroténoides et les chlorophylles jouent un role important dans la stabilité d’oxydation de

I’huile d’olive en raison de leur nature antioxydant dans l'activité sombre et pro-oxydante de
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la lumiére. Ils sont principalement responsables de la couleur de I'huile d'olive qui varie du
jaune-vert ou verdatre [52].

Les caroténoides sont présents dans les huiles d'olive et sont responsables de sa coloration
jaune. Les chlorophylles sont également présentes dans les huiles d'olive et sont responsables
de leur coloration verdatre.

Les changements dans les concentrations de caroténoides et de chlorophylles dans les
échantillons dhuile d'olive pendant le temps de stockage (12 mois) dans l'obscurité a

température ambiante sont indiqués dans le tableau I1.7.

Tableau I1.7: Evolution du caroténoide et de la chlorophylle dans les échantillons étudiés

pendant le temps de stockage

Echantillons | Temps de (@) (b) (©) (d) (e)
stockage | Tebessa | Souk Bouati Hammam | Bouchegouf
(mois) Ahras | Mahmoud N’bail
Caroténoide
0 0.165+ | 0.150 + 0.150 £ 0.250+ | 0.165 + 0.005
0.005** | 0.004 0.004 0.007
1* 6 0.125+ | 0.125+ 0.105 + 0.200+ | 0.100 +0.003
0.003 0.003 0.003 0.006
12 0.055+ | 0.010+ 0.060 £ 0.060+ | 0.020 +0.000
0.001 0.000 0.002 0.002
2% 6 0.135+ | 0.130 % 0.105 + 0.150+ | 0.100 +0.003
0.004 0.004 0.003 0.004
12 0.065+ | 0.015+ 0.050 £ 0.045+ | 0.050 +0.001
0.002 0.000 0.001 0.001
Chlorophylle
0 0277+ | 0.326 + 0.620 + 0.636 + | 0.554 +0.016
0.008 0.009 0.018 0.020
1 6 0.228+ | 0.103+ 0.461 + 0.571+ | 0.278 +0.008
0.006 0.003 0.013 0.020
12 0.049+ | 0.081+ 0.163 £ 0.160+ | 0.016 +0.000
0.001 0.002 0.005 0.005
2 6 0.261+ | 0.161+ 0.457 + 0.571 0.251 + 0.007
0.007 0.005 0.014 +0.017
12 0.016+ | 0.049 0.114 + 0.196 + | 0.016 +0.000
0.000 0.001 0.003 0.006

*1: Huile d'olive avec acide citrique; 2: Huile d'olive sans aucun additif
** Moyenne + SD (n=3); dans chaque colonne et pour chaque partie

Les valeurs des concentrations de caroténoides et de chlorophylles se situent entre 0.250 mg /
kg et 0.010 mg / kg pour les caroténoides et entre 0.636 mg / kg et 0.016 mg / kg pour les

chlorophylles pendant les 12 mois de stockage. Le taux de caroténoides et de chlorophylle a
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diminué dans tous les échantillons stockés. La présence d'acide citrique au milieu n'affecte pas
le changement de la concentration de caroténoide et de chlorophylle.
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Figure 11.11: Evolution des caroténoides et des chlorophylles dans les échantillons étudiés
pendant le temps de stockage, (1) huile d’olive avec 1’acide citrique, (2) huile d’olive sans

aucun additif
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Selon la figure 11.12 la quantité des Caroténoides et des Chlorophylles dans tous les
échantillons diminuent pendant le temps de stockage, ce qui prouve leur dégradation. La

dégradation de ces pigments jeu un role trés importe sur la stabilité d’huile d’olive.

11.3.3 Acidité libre

L'huile d'olive vierge contient environ 98% de lipides neutres, principalement des
triglycerides (96-97%) suivis par une petite quantité de diglycérides (1-2%) et une quantité
variable d'acidité libre qui sert de marqueur de la qualité de I'huile [53].

La quantité d'acidité libre mesurée en acidité (% d'acide oléique) est trés importante pour
déterminer la qualité de I'huile d'olive. Cette valeur permet une classification pour les huiles
d'olive. Toutes les huiles d'olive étaient extra vierges au début de cette expérience.
Normalement, la valeur d'acidité libre est restée relativement stable pendant le stockage dans
I'obscurité a température ambiante. Dans ce travail, aucune différence significative n'a eté
observée entre les cing échantillons initialement utilisés, mais une grande évolution a été
observée apres un an. Les huiles d'olives récoltées a Tébessa, Souk Ahras sont restées extra
vierges mais les huiles d'olive récoltées a Bouati Mahmoud, Hammam N'bail et Bouchegouf
sont devenues vierges. La figure 11.12 illustre cette évolution.

Ces résultats montrent qu'il n'y a pas d'effet significatif de I'acide citrique sur l'acidité libre de

I’huile d’olive pendant le temps de stockage (12 mois).
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Figure 11.12: Variation de I'acidite libre (%) pendant le temps de stockage de I'huile d'olive
produite a (a) Tebessa, (b) Souk Ahras, (c) Bouati Mahmoud, (d) Hammam N’bail, (¢)
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11.3.4 Valeur de peroxyde

Les hydroperoxydes ont été mesurés pour déterminer le taux initial d'oxydation car ils sont
généralement acceptés comme les premiers produits formés par oxydation [54].

La formation d’hydroperoxyde dans huile d'olive peut servir d'indicateur pour : les processus
oxydatifs et la qualité de 1'huile d’olive.

Ainsi, une formation rapide d'hydroperoxyde démontre I'initiation des réactions oxydatives
qui précedent la rancidite.

La valeur de peroxyde, étant un indicateur brut de la quantité de produit d'oxydation primaire,
est une mesure de la teneur en oxygeéne actif. 1l est exprimé en meq Oz / kg d'huile.

L'effet des conditions de stockage sur la formation des produits d'oxydation primaire, exprimé
en PV, en fonction du temps de stockage est illustré a la figure 11.14.

Les changements de la valeur de peroxyde pendant la période de stockage, jusqu'a douze
mois, peuvent étre dus au voisinage de la double liaison qui est attachée par I'oxygene et a la
variation dans la proportion de liaisons insaturées de triglycérides qui sont plus sujettes a
I'auto oxydation.

Les valeurs de peroxyde finales de tous les échantillons étaient supérieures a leurs valeurs
initiales apres chaque mois de stockage dans I'obscurité a température ambiante. La quantité
de PV a montré des augmentations significatives dans I'huile d'olive stockée dans I'obscurité a
température ambiante. Il est clair que I'huile d'olive avec I'acide citrique a donné le PV le plus
bas. Pour le premier mois, le taux de croissance de la PV est approximativement le méme
pour les échantillons d'huile d'olive sans additif. Aprés deux mois de stockage, les effets de
I'addition de I'acide citrique sont trés remarquables; le pourcentage d'augmentation de la PV
est de 4.71% pour I'huile d'olive avec l'acide citrique et de 76.13% pour I'huile d'olive sans
aucun additif. L'évolution pendant 12 mois de stockage, les valeurs de peroxyde montre des
valeurs significativement plus élevées dans tous les échantillons d'huile d'olive sans aucun
additif.

Selon les variations des paramétres de qualit¢ des huiles d’olive étudiées dans cette étude
pendant une année de stockage, on remarque que les échantillons d’huile d’olive sans aucun
additif sont oxydés avant les échantillons d’huile d’olive avec I’acide citrique. Ensuite, 1'ajout
d'une petite quantité 1/1000 d'acide citrique contribue a ralentir le phénomene de

vieillissement par freinage peroxydique dans le milieu.
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11.3.5 Analyse des spectres
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Figure 11.14 : Spectre d’huile d’olive témoin : (a) région Tebessa, (b) région Souk Ahras, ()

région Bouati Mahmoud, (d) région Hammam N’Bail, (e) Bouchegouf

11.3.6 Analyse chimiométrique
Modéle des moindres carrés partiels (PLS)

L'analyse des variations des spectres IRTF n'est pas tres facile car ces changements sont tres
faibles. PLS est I'une des méthodes les plus utiles pour I'étude de I'oxydation de I'huile d'olive.
La régression PLS a été appliquée sur les spectres IRTF de 4000-450 cm™ pour construire un
modele d’étalonnage entre le temps de stockage de I’huile d’olive et la transmittance a une
longueur d’onde bien précise.

Dans les modeles d'étalonnage PLS, I'évaluation de la linéarité de la méthode a été effectuée
afin de montrer une relation proportionnelle entre les réponses et le temps de stockage de
I'huile d'olive. Les régions de fréquence de 3474-2679 cm™ et 1746-1032 cm™ ont été
prélevées pour la quantification du temps de stockage de I'huile d'olive.

Le nombre approprié de facteurs PLS est déterminé par application du critére de Haaland et
Thomas [55] sur la base de la somme des carrés résiduels prédits minimales stables PRESS.
La performance du modele a été évaluée par le coefficient de détermination R? et l'erreur

guadratique moyenne de validation croisée RMSECV.
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Afin de valider le modéle développé, la validation croisée a I'aide de la technique Leave a out
a été utilisée.
Les résultats obtenus a partir de I'étalonnage PLS en termes de R? et de RMSECV pour

I'oxydation de I'huile d'olive sont représentés dans le tableau 11.8.

Tableau 11.8: Parameétres statistiques élaborés par validation croisee compléte sur PLS de

tous les échantillons

Echantillon | Facteurs R? R2 RMSECV F P
PLS Calculé Prédit

a 5 0.989 0.944 1.094 205.50 0.000

b 8 0.989 0.937 1.372 116.360 0.000

c 3 0.985 0.969 0.804 289.760 0.000

d 4 0.973 0.936 1.240 107.20 0.000

e 8 0.988 0.878 1.558 75.87 0.000

a: Tebessa, b: souk Ahras, ¢: Bouati Mahmoud, d: Hammam N’bail, e: Bouchegouf

La qualité des modeles PLS est testée a travers les valeurs des coefficients de détermination
R? la variable de Fischer F et P-value, D’aprés le tableau I1.8 du modéle PLS proposé, la
valeur de P est 0.00 inferieure a o= 0.05 (niveau de confiance 95%) ce qui montre que le
modele est trés significatif de point de vue statistique pour tous les échantillons.

Le diagramme de sélection de modéle PLS est une représentation graphique du coefficient de
détermination en fonction des composantes sélectionnées, le résultat trouvé est donné par la
figure 11.15.

(@) (b)
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La ligne verticale indique que le mod¢le optimal est celui a (5 composantes pour 1’échantillon
de Tebessa, 8 pour 1’échantillon de Souk Ahras et de Bouchegouf, 3 composantes pour
I’échantillon de Bouati Mahmoud et 4 pour 1’échantillon de Hammam N’bail) sélectionnées
par validation croisée.

En utilisant PLS, I'excellent modele est celui obtenu pour I'échantillon de Bouati Mahmoud;
la valeur de R? obtenue est de 0.985 (en étalonnage) et de 0.969 (en prédiction) avec la plus
faible RMECV (0.804). Trois facteurs latents ont été selectionnés pour la construction de
modeles PLS. PLS offre un meilleur modeéle d'étalonnage pour I'échantillon de Tebessa que
I'échantillon de Souk Ahras. Inversement, il donne un meilleur modéle de prédiction pour
I'échantillon de Souk Ahras. La valeur élevée de RMECV (1.558) a été obtenue pour
I'¢chantillon de Bouchegouf.

L'analyse chimiométrique démontre que les principales régions de longueurs d'onde choisies
pour construire le modele PLS des échantillons de Tebessa et I'échantillon de Bouati
Mahmoud correspondent a: d'abord la valeur de peroxyde et ensuite I'acidité et la vibration
d'étirement symétrique du groupe CH aliphatique a 2925 cm™. Pour le modeéle d'échantillon
de Souk Ahras correspond a la valeur de peroxyde, I'acidité et -C = O (ester) a 3474 cm™. Le
modele de 1'échantillon de Hammam N’bail correspond a: les premieres valeurs de peroxyde,
la seconde & 1656 cm™ indiquent la présence du groupement C = C. Troisiémement, la
vibration de flexion des groupes aliphatiques CH2 et CH3. Enfin = C-H (cis) a 1402 cm™.

La figure 11.16 présente le nuage de points pour la relation entre le temps de stockage réel et le
temps de stockage prédit pour tous les échantillons. 1l indique une relation étroite entre deux
variables évaluées en utilisant IRTF-PLS. La relation entre le temps de stockage réel et le
temps de stockage prédit montre une bonne corrélation avec R? de 0.999, 0.989, 0.980, 0.984

et 0..+983 pour tous les échantillons, respectivement.
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11.4 Conclusion

Pour déterminer I'effet du temps de stockage de I'huile d'olive, dans l'obscurité a tempeérature
ambiante, les résultats ont été comparés aux valeurs obtenues pour les échantillons analysés
immédiatement apres I'extraction. Les résultats ont été pris chaque mois jusqu'a douze mois.
La qualité de I'nuile d'olive sélectionnée a été évaluée par les indices spectrophotométriques
K232, Ko7o; valeurs d'acidité libre et de peroxyde et également par des données
spectroscopiques de IRTF.

Les valeurs initiales du coefficient K23, étaient comprises entre 0.272 et 1.863. Alors que les
valeurs initiales du Koz7o étaient comprises entre 0.104 et 0.182. Nous observés des
changements significatifs dans les concentrations de caroténoides a 470 nm et chlorophylles a
670 nm.

L’ajout de l'acide citrique indique; apres un mois que l'effet n'est pas significatif; mais apres
deux mois de stockage, les effets de I'addition sont tres marqués; la moyenne du pourcentage
d'augmentation de la PV est respectivement de 4.71% et de 76.13% pour toutes les huiles
d'olive avec acide citrique et les huile sans acide citrique. L'évolution pendant 12 mois du
stockage des valeurs de peroxyde montre des valeurs significativement plus élevées dans tous
les échantillons d'huile d'olive sans aucun additif.

IRTF-PLS est un outil pour déterminer certains parametres analytiques dans les huiles d'olive.
Les régions de fréquence de 3474-2679 cm™ et 1746-1032 cm™ ont été prélevées pour la
quantification du temps de stockage de I'huile d'olive. La relation entre le temps de stockage
réel et le temps de stockage prédit montre une bonne corrélation: avec R? qui varie de 0.993-
0.999.

Il est connu que la qualité de I'huile d'olive est mesurée pour des échantillons sans aucun
additif; mais l'ajout d'une petite quantité 1/1000 d'acide citrique contribue a ralentir le
phénomeéne de vieillissement par freinage peroxydique dans le milieu et a améliorer la

stabilité des huiles d'olive contre I'auto-oxydation.
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Conclusion générale
Cette thése comporte deux objectifs:

La combinaison de la spectroscopie IRTF a des méthodes chimiométriques peut étre utilisée
pour détecter adultération de I’huile d’olive avec différentes huiles alimentaires. Le modéle
linéaire de régression est basé sur 5 variables avec des transmittances de: 3008 cm™, 2950-
2700 cm®, 1700-1600 cm™ et 1400-1200 cm™; peut étre utilisé comme des bandes
caractéristiques pour obtenir Il'adultération de I'huile d'olive aprés une étude statistique

détaillée.

Le modéle PLS peut étre utilisé avec succes pour quantifier I'adultération de I'huile d'olive
avec de I'nuile de tournesol aux fréquences de 3008 cm™, 1402 cm™ et 1377 cm™. Pour ce qui
est de I’huile d’olive adultérée avec de I’huile de colza la correspondance est de 3006 cm™,
2851 cm™,145 cm™t et a 1118 cm™. Le modéle d'huile d'olive adultérée avec de I'huile de mais
a une correspondance dont les fréquences sont de 1’ordre de : 3007 cm™, 1656 cm™, 1463 cm™
et de 1118 cm™. Les fréquences de 3006 cm™, 2854 cm™, et de 1163 cm™ correspondent a un
modele PLS d'huile d'olive adultérée avec de I'huile de soja. Les résultats obtenus par ACP
sont similaires et permettent d’effectuer une classification de I'huile étudiée en 3 classes
principales totalement différentes qui sont définit comme suit: huile alimentaires pure, huile

d'olive adulteré et enfin huile d'olive pure.

Afin de déterminer I'effet du temps de stockage de I'huile d'olive, dans I'obscurité a
température ambiante, les résultats ont été comparés aux valeurs obtenues pour les
échantillons analysés immédiatement apres I'extraction. Ces derniers ont pris une variante

s’étalant de un a douze mois.

La qualité de [I'huile d'olive sélectionnée a subi une évaluation par les indices
spectrophotométriques Kasz, Ka7o; valeurs d'acidité libre et de peroxyde et également par des

données spectroscopiques de I’IRTF.

Les valeurs initiales du coefficient K232 oscillaient entre 0,272 et 1,863. Alors que les valeurs
initiales du Kba7o étaient comprises entre 0,104 et 0,182. Donc, nous constatons des
changements significatifs dans les concentrations de caroténoides a 470 nm et chlorophylles a
670 nm.
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L'huile d'olive mélangée avec 1'acide citrique indique révele qu’aprés un mois, I'effet n'est pas
significatif; cependant apres deux mois de stockage, les effets de I'addition sont trés marqués;
la moyenne du pourcentage d'augmentation de la PV est respectivement de 4,71% et de
76,13% pour toutes les huiles d'olive avec ou sans additif. En outre I'évolution pendant 12
mois du stockage des valeurs de peroxyde montre des valeurs significativement plus élevees

dans tous les échantillons d'huile d'olive sans aucun additif.

IRTF-PLS est un outil pour déterminer pour certains parametres analytiques dans les huiles
d'olive. Les régions de fréquence de 3474-2679 cm™ et 1746-1032 cm™® ont été prélevées pour
la quantification du temps de stockage de I'huile d'olive. La relation entre le temps de
stockage réel et le temps de stockage prédit montre une bonne corrélation avec R? de 0,999,
0,989, 0,980, 0,984 et 0,983 pour tous les échantillons, respectivement.

La qualit¢ d’huile d’olive est mesurée pour des échantillons sans aucun additif; mais
I'introduction d'une petite quantité 1/1000 d'acide citrique contribue a ralentir le phénomene
de vieillissement par freinage peroxydique dans le milieu et a améliorer la stabilité des huiles

d'olive contre I'auto-oxydation.
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addition of citric acid

Khaoula Bekkar, Rabah Oumeddour*, Soraya Nigri, Radia Selaimia
Industrial Analysis Laboratory and Materials Engineering, University 8 May 1945, Guelma 24000, Algeria

ABSTRACT

The effect of addition of citric acid on the oxidation stability of olive oil produced in North-East of Algeria was assessed using UV- Visible
spectrophotometry (K,,, ., K, . carotenoids (470 nm), chlorophylls (670 nm)), free acidity, peroxide value, Fourier Transform Infrared
spectroscopy (FTIR) and chemometric methods. Five olive oils (Chemlal variety) were collected from five geographical areas. Two
preparations were made for each geographical area: the first one by adding a small amount of citric acid aqueous solution 1/1000 in
volume and the second preparation without any additive. All analyses were carried out every 30 days during one year. A higher oxidative
stability of olive oil samples was reached when using 1/1000 of citric acid in comparison with samples without any additive through the
values of quality analytical indices. FTIR has been used to evaluate auto-oxidation of olive oils. The frequency regions of 3474-2679 cm"'
and 1746-1032 cm™ were picked up for olive oil storage time quantification. A close relationship between actual and predicted storage
time shows a good correlation with R? of 0.999, 0.989, 0.980, 0.984 and 0.983 for all samples. Thus, citric acid can enhance oxidative

stability and improve the shelf life of olive oil.

Keywords: Auto-oxidation; Chemometric methods; Citric acid; Olive oil; Peroxide value

INTRODUCTION

The nutritional qualities of virgin olive oil (VOO) are
attributed to its differential composition with respect
to other vegetable oils, which may be divided into two
fractions: major and minor components (Ballus et al.,
2015). Olive oil is mainly composed of glycerides (98-
99 %) (Giuffre, 2014a), and minor components such as
sterols (Giuffre and Louadj, 2013), waxes (Giuffre, 2014b),
sesquiterpene hydrocarbons, phenols and squalene. Some
minor components are responsible of the flavor and
aroma of the oil such as volatile compounds (aldehydes,
alcohols, ketones and esters) which are influenced by the
extraction conditions and the planting density of the
olive trees (Giuffre, 2014c). The human body does not
produce fatty acids but rather takes them from the food
it receives (Choi et al., 2014). The composition of some
Algerian olive oil has previously been studied by Louad;
and Giuffre (2010) and the findings show that the oleic acid
was present in its highest concentration; the values ranged
between 61% and 67%. Compared to other vegetable oils
as peanut oil (Giuffre et al., 2016) and tomato seed oil

(Giuffre and Capocasale, 20106), olive oil has low levels
of saturated (~16%) and high levels of monounsaturated
(~70%) fatty acid.

Aroma is the result of the volatile compounds, whereas
the phenolic compounds are associated with a set of
elements. One: taste, two: anti-oxidant properties, three:
anti-inflammatory and anti-microbial activities (Nigri
et al., 2012; Gouvinhas et al., 2015). VOO?s stability and
shelf-life is determined by the both volatile and phenolic
compounds (Luz Pizarro et al., 2013). Several illnesses
such as cancer (Babbs, 1990), atherosclerosis (Covas,
2007), and cellular damage associated with aging are
thought to be caused by the free radicals (Ashok and Ali,
1999); whereas the consumption of dietary antioxidants
seems to play an important role in protecting the human
body against these degenerative events (Silva et al., 2010).
Because of their bioavailability importance and sensory
contribution, the hydroxytyrosol and tyrosol have been
the central concern of extensive studies (Mulinacci et al.,
2013). The food samples’ concentration of antioxidants
can also be used as origin and freshness indicators. Many
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methods have been developed for the estimation of the
antioxidant properties of natural products which can
be classified into two main categories: those based on
the evaluation of the radical scavenging activity (RSA)
and those based on the evaluation of reducing natural
samples activity (Christodouleas et al., 2015; Ozcan and
AL Juhaimi, 2015). Lipids that contain unsaturated fatty
acids are prone to oxidation. The preservation of food
quality is determined by their protection against oxidation
rancidity by the use of antioxidants (Samaram etal., 2015).
The posthatrvest and the storage effects promote a gradual
lipid oxidation with a decrease in the shelf-life stability due
to the continuous organic chemical processes set up by the
initial peroxidations (Aparicio and Harwood, 2013). Oils
oxidation is the result of different reactions conducing to
the formation of the alkyl and the alkylperoxyl radicals in
addition to the decomposition of hydroperoxide (Ontanon
etal,, 2013). The shelf- life of food products can be reduced
by lipid oxidation as well as by the unfavorable reactions
in edible oils. The antioxidants addition is effective in
delaying the oxidation of lipids and lipid containing foods.
A large number of investigations are devoted to study the
oxidation stability and the anti-oxidative properties of
different olive oil species (Tavakoli et al., 2013). A decline
in phenolic compounds and green pigmentation occurs
with the ripening, which results in a decrease in olive oil
stability as the fruit ripens. Many catalytic systems can
oxidize lipids. Among these are light, temperature, enzymes,
metals, metallo-proteins, and microorganisms. Most of
these reactions involve some type of free radical or oxygen
species. The oxidation may be produced either in the
dark (auto-oxidation) or in the presence of light (photo-
oxidation), which differ in their oxidation pathway due to
the action of external variables (Selaimia et al, 2017; Mishra
et al, 2017; Aparicio and Harwood, 2013; Li et al., 2014).

VOOs are graded according to the sensory assessment and
the three chemical parameters (free acidity, peroxide value
and UV absorbance) (Velasco et al., 2014; Ciemniewska-
Zytkiewicz et al., 2014; Consleg, 2015; IOC, 2015). The
variations in the composition and quality of the olive as well
as the corresponding olive oil along the ripening process
have been studied by several researchers (Kesen et al.,
2014). Free acidity generally increases due to the activity of
lipolytic enzymes while the other basic quality parameters
like peroxide value (PV) and ultraviolet spectrophotomettic
indices (K,,,, K, ) either decrease, increase or remain
constant for various cultivars in the literature (Kesen et al.,
2014). With the formation of hydro-peroxides, conjugated
dienes are simultaneously produced as a result of double
bond displacements in polyunsaturated fatty acids. This
leads to an absorption increase of 232 nm in oxidized fats
and oils. These factors stimulate lipid per-oxidation (LPO)
reactions. LPO refers to the oxidative degradation of lipids
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and the formation of lipid free radicals (Janakat et al., 2015).
The European Commission Regulation, No 2568/1991
and subsequent amendments No 1830/2015, impose
a maximum acidity of 0.8 g oleic acid/100 g oil and a
maximum peroxide value of 20 meq O,/kg oil, for extra
virgin olive oil (Consleg, 2015).

Oils fortification with antioxidants has been adopted as
an approach to address this issue (Alavi and Golmakani,
2017). Citric acid (CA), an important organic acid with a
wide range of applications, was crystallized from lemon
juice by Scheele (Scheele, 1784). It is a natural component
of many citrus fruits. CA, a potent antioxidant among
the hydroxycinnamic acids, is widespread in the plant
kingdom. The use of CA may provide dual benefits
through inhibiting lipid oxidation since it is a free radical
scavenger; it may also increase the nutritional values of the
final product (Kili¢ et al., 2002).

FTIR spectroscopy is an excellent tool for the quantitative
analysis since the intensities of spectral bands are
proportional to concentration. In addition to other
methods, FTIR is used to distinguish olive oils according
to their different geographical regions (Janin et al., 2014).
As it is described by several authors, the FTIR is also used
to evaluate fatty acid composition (Inarejos-Carcia et al.,
2013), oxidized fatty acids (Lerma-Garcia et al., 2011),
peroxide value (Bendini et al., 2007), acidity and sensory
characteristics, phenolic and volatile compounds (Lerma-
Garcia et al,, 2011).

FTIR-PLS is a tool to determine some analytical parameters
(water content, phenolic content and antioxidant activity) in
olive oils (Cerretani et al., 2010). This technique plays a very
important role in the study of edible fats and oils, especially
for the authentication study (Nigri and Oumeddour,
2013). The elaboration of the relationship between the
concentration of analysts and the response of instrumental
assay like FTIR spectra combined with fluorescence
spectroscopy and using multivariate analysis permit to fight
adulteration of olive oil (Nigri and Oumeddour, 2010).

The aim of the present study is to access the oxidative
stabilities of different samples, of virgin olive oil of the
same variety, harvested in the North-East of Algeria based
on their structural changes in the constituents as monitored
by changes in their FTIR spectra and physical chemical
parameters. The analyses are regularly carried out every
30 days during one year through K ., K, carotenoid
and chlorophyll contents, free acidity and peroxide value,
FTIR spectra for virgin olive oil samples and for those
containing a small amount of citric acid in water 1/1000
as an antioxidant. It is known that the quality of olive oil
is considered regarding values without any additive. Even
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if the International Olive Council forbids the inclusion of
additives in olive oil; the presence of a diluted solution (up
to 1 % in volume) of citric acid, improves the stability of
olive oil against the destructive effects of peroxides. FTIR
spectroscopy combined with multivariate calibration was
used for the auto-oxidation evaluation of virgin olive oil.
PLS model correlates the actual and FTIR estimated values
of storage time with a high coefficient of determination.

MATERIALS AND METHODS

Samples collection

Five olive oils, of Chemlal variety, were obtained from
units of extraction located in five olive growing areas of
different North-East Algerian locations (Tebessa, Souk
Ahras, Bouati Mahmoud, Hamam N’bail, Bouchougouf)
harvested in the fall of 2013/2014. These oils are classified
according to their source and the process of extraction is
a continuous system without heating. For each olive oil,
two preparations are made; the first one with acid citric
additive and the second one without any additive. The two
preparations were prepatred as follows:

Samples 1a, 1b, 1c, 1d and le: the preparations are made
for testing the effect of the citric acid. The preparation is
composed of 1 ml of aqueous solution of citric acid (10%
in volume) which is added to 99% of each olive oil.

Samples 2a, 2b, 2¢, 2d and 2e: with 100% of each olive
oil; to determine the olive oil comportment without any
additive.

UV-Visible method

All values were obtained by the use of Shimadzu
spectrophotometer UV-1800 working with a software
program—UYV probe version 2.4

Determination of K232 and K270

The UV spectrophotometric indexes (K,, and K, ) were
determined according to the European Communities
official methods. To calculate the K, and K values,
the oil samples were diluted in hexane (1:100 v/v), placed
into a 1 cm quartz bowl, and analyzed at the wavelengths
of 232 and 270 nm, against a blank of hexane. Hexane
(UV-Vis Spectroscopy) was purchased from Sigma Aldrich
Germany. Three replicates were prepared and analyzed for

each sample.

Determination of carotenoid, chlorophyll and pigments
Carotenoid and chlorophyll contents of the samples
were determined using a spectrophotometric method
(Minguez-Mosquera et al. 1991). The samples absorbance
was recorded at 470 nm. and 670 nm. Then, calculations
were performed using the formulas below: the amount of
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carotenoid was determined at 470 nm using the specific
coefficient of lutein by equation (1)

C,=(Abs_470x109/(E, x100xd) 1)

Wherte:

c, represents the contents of carotenoid pigments
expressed in mg/kg of lutein

d represents the thickness of the spectrophotometer cell
(1 cm)

E, = 2000 for lutein as the major component of the
carotenoid fraction

Three grams of olive oil were exactly weighed and dissolved
in hexane up to a final volume of 10 ml. The amount of
chlorophyll was evaluated from the absorption value of
the olive oil solution at 670 nm and specific coefficient for
pheophytin using equation (2)

C,=(Abs_670x109/(E, x100xd) ©)

Where:

c, represents the amount of chlorophyl expressed in
mg/kg of pheophytin

E =613 for pheophytin as the major component of the
chlorophyll fraction

d represents the thickness of the spectrophotometer cell (1 cm)

Chemical analyses

The determination of free acidity (given as % of oleic
acid) and peroxide value (PV) (meqO,/kg of oil) were
carried out following the analytical methods described by
the International Olive Council (I0C., 2015).

The determinations were made in triplicate following
the analytical methods described in the EC Regulation
(Consleg, 2015)

FTIR spectra acquisition

A Perkin-Elmer Spectrum, one FTIR spectrophotometer
equipped with a deuterated triglycerine sulphate (DTGS)
detector, was used to collect FTIR spectra. This method
is mechanized by a data acquisition spectrum software
which permits the saving of the spectra in the infrared
mean of the used combination function soutce/separatist/
detector. The data interval is provided by the instrument
for a resolution of 4 cm™" at 20 scans.

A small quantity (2UL) of the sample was deposited by
using Pasteur pipette creating a thin film between two
well-polished KBr disks. Duplicate spectra were collected
for each sample. All spectra were recorded from 4000
to 450 cm™ and processed with the computer software
program Spectrum for Windows (Perkin-Elmer).
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Chemometric analysis

The chemometric analysis, including quantification using
partial least square regression PLS, was carried out using
the MINITAB 16 2010 software. The optimum number
of PLS factors was determined using cross validation by
plotting the number of factors against the root mean square
error of cross validation (RMSECV) and determining the
minimum factors.

RESULTS AND DISCUSSION

To determine the effect of storage time in the dark at
room temperature on the olive oil quality, the results of
each parameter were compared to the values obtained
for the samples analyzed immediately after an extraction
(controls: t=0 month).

The quality of the selected olive oil was evaluated by
spectroscopic indices K, , X ; free acidity and peroxide
values and also by spectroscopic data of FTIR.

Changes in K,,,, K. parameters

Ultraviolet absorption, a more delicate indicator of
oxidation, is related to the presence of conjugate diene and
triene systems (ultraviolet absorbance at 232 and 270 nm.
respectively).

IK,,, is a measure of the primary oxidations products, the
formation of hydroperoxide and conjugated dienes. I is
associated to the secondary phase of oxidation because it
is related to the final products presence such as trienes or
unsaturated carbonyl compounds; which is characteristic
of an oxidized oil.

The maximum permitted values of K, and K for extra
virgin olive oils are 2.50 and 0.20 respectively (Consleg,
2015; 10C, 2015).

Table 1: Evolution of the K, K

232% " 270

The initial values of the K, coefficient are between

0.272 and 1.863. Whereas the initial values of the IC _ are
between 0.104 and 0.182. These values are within the limits
permitted by the legislation. In Table 1 after 6 months
of storage it can be seen that primary and secondary
oxidations increase in all the samples. For the olive oil
with citric acid the K, exceeded the limit after 6 months
whereas it exceeded the limit before 6 months for olive oil
without any additive. Also, the K,/ were within the limit
before 12 months of storage for the olive oil with citric
acid whereas it is within limit in a period less than 6 months

of storage for the olive oil without any additive.

The observed efficiency acted upon the olive oil can
be due to the progressive release of antioxidant activity
compounds from citric acid into the olive oil.

Variation of carotenoids and chlorophylls

The presence of carotenoids and chlorophylls in olive
oil is essential in the oxidative stability because of two
main properties: the antioxidant nature in the dark and
prooxidant activity in the light. They are for the most part
responsible for the color of virgin olive oil from the yellow-
green to greenish golg (Criado et al., 2008).

Changes in the amounts of carotenoids and chlorophylls
in the extra virgin olive oil samples during storage for
12 months in the dark at room temperature are shown in
Table 2.

During 12 months of storage; the values of the carotenoids
and chlorophylls concentrations ranged from 0.250 mg/kg
to 0.010 mg/kg for carotenoids and between 0.636 mg/kg to
0.016 mg/kg for chlorophylls. Carotenoids and chlorphylls
levels of extra olive oil declined during storage.

Carotenoids are present in olive oils and are responsible
for its yellow coloration. Chlorophylls are present too in

in the studied samples during storage time

Samples  Storage time (month) (a) (b) (c) (d) (e)
Tebessa Souk Ahras Bouati Mahmoud Hammam N’bail Bouchegouf
Koz
0 0.475+0.014 0.647+0.019 0.272+0.008 1.863+0.060 0.446+0.013
1 6 1.791+0.054 2.012+0.060 1.480+0.044 2.311+0.069 2.008+0.060
12 3.366+0.100 3.385+0.101 3.398+0.102 3.282+0.098 3.398+0.102
2 6 1.925+0.057 2.345+0.070 1.488+0.044 2.331+0.069 2.312+0.069
12 3.452+0.103 3.486+0.104 3.481+0.104 3.486+0.104 3.484+0.104
K270
0 0.104+0.003 0.182+0.005 0.153+0.004 0.107+0.003 0.109+0.003
1 6 0.256+0.008 0.226+0.006 0.281+0.008 0.275+0.008 0.257+0.007
12 0.300+0.009 0.446+0.013 0.510+0.015 0.576+0.017 0.585+0.015
2 6 0.270+0.008 0.280+0.008 0.282+0.008 0.275+0.008 0.275+0.008
12 0.330+0.009 0.613+0.018 0.867+0.026 0.646+0.019 0.699+0.21

1: Olive oil with citric acid; 2: Olive oil without any additive Mean+SD (n=3); in each column and for each part
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Table 2: Evolution of the carotenoids and chlorophylls in the samples studied during storage time

Samples  Storage time (month) (a) Tebessa (b) (c) (d) (e)
Souk Ahras Bouati Mahmoud Hammam N’bail Bouchegouf
Carotenoids
0 0.165+0.005 0.150+0.004 0.150+0.004 0.250+0.007 0.165+0.005
1 6 0.125+0.003 0.125+0.003 0.105+0.003 0.200+0.006 0.100+0.003
12 0.055+0.001 0.010+0 0.060+0.002 0.060+0.002 0.020+0
2 6 0.135+0.004 0.130+0.004 0.105+0.003 0.150+0.004 0.100+0.003
12 0.065+0.002 0.015+0 0.050+0.001 0.045+0.001 0.050+0.001
Chlorophylls
0 0.277+0.008 0.326+0.009 0.620+0.018 0.636+0.020 0.554+0.016
1 6 0.228+0.006 0.103+0.003 0.461+0.013 0.571+0.020 0.278+0.008
12 0.049+0.001 0.081+0.002 0.163+0.005 0.160+0.005 0.016+0
2 6 0.261+0.007 0.161+0.005 0.457+0.014 0.571+0.017 0.251+0.007
12 0.016+0 0.049+0.001 0.114+0.003 0.196+0.006 0.016+0

1: Olive oil with citric acid; 2: Olive oil without any additive Mean+SD (n=3); in each column and for each part

olive oils and are the responsible for its greenish coloration.
Those pigments are also important in olive oil stability.

Free acidity (FA)

Virgin olive oil contains about 98% neutral lipids, mainly
triglycerides (96-97%) followed by small quantity of
diglycerides (1-2%) and a variable quantity of free acidity
which are used as a marker of oil quality (Olias and Garcia,
1997).

The quantity of free acidity measured as acidity (% oleic
acid) is very important to determine the olive oil’s quality.
This value allows a classification for the olive oils. All
olive oils were extra virgin at the starting time of this
experience. Normally, the free acidity value remained
relatively stable during storage in the dark at room
temperature. In this work, no significant differences were
observed between the five samples initially used, but a
great evolution was observed after one year. Olive oils
harvested in Tebessa, Souk Ahras remained extra virgin
but olive oils collected from Bouati Mahmoud, Hammam
N’bails and Bouchegouf became virgin. Fig. 1 illustrates
this evolution.

Peroxide value (PV)

Hydroperoxides were measured to determine the oxidation
initial rate because they are generally accepted as the first
products formed by oxidation (Hamilton and Rossell,
1986). Hydroperoxide formation in a crude olive oil can
serve as an indicator of both; the oxidative processes and
the oil’s quality.

Thus, a rapid hydroperoxide formation demonstrates the
initiation of the oxidative reactions that precede rancidity.

The peroxide value, being a crude indicator of the amount

of primary oxidation product, is a measure of the active
oxygen content. It is expressed as meq O, /kg oil.
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The effect of storage conditions on the formation of
primary oxidation products, expressed as PV, versus time
of storage is shown in Fig. 2.

The changes in the peroxide value during storage period,
up to twelve months, may be due to vicinity of the
double bound that is attached by oxygen and variation in
proportion of unsaturated bonds of triglycerides that are
more prone to auto oxidation.

The final peroxide values PVs of all the samples were more
than their initial values after every month of storage in the
dark at room temperature. It is clear that the olive oil with
the citric acid gave the lowest PV. For the first month, the
rise rate in the PV is approximately the same for the olive
oil samples with and without additive. After three, six and
twelve months of storage, the addition’s effect of the
citric acid is very remarkable. For example in Fig. 2a, the
percentages of increasing of PVs are respectively 15.45,
32.58 and 102.25% for the olive oil with the citric acid
and 19.10, 34.69, and 107.87% for the olive oil without
any additive. For Fig. 2e, the percentages of increasing
PVs values are respectively 15.09, 31.58 and 53.94 for the
olive oil with the citric acid and 17.79, 43.75 and 74.96%
for the olive oil without any additive. The evolution
during twelve months of storage of the peroxide values
shows significantly higher values in all samples of olive
oil without any additive. Then, the introduction of a tiny
quantity 1/1000 of citric acid contributes to slowing down
the phenomenon of ageing through peroxide braking in
the medium.

Chemometric analysis

Partial Least Squares (PLS) model

The analysis of the variations in FTIR spectra is not very
casy because these changes are very weak. PLS is one of
the most useful methods for the study of the oxidation
of olive oil.
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Fig 1. Variation in free acidity (%) during storage time of olive oil produced in (a) Tebessa, (b) Souk Ahras, (c) Bouati Mahmoud, (d) Hammam

N’bail, (e) Bouchegouf.

Olive oil with citric acid; —®— Olive oil without any additive

In the PLS calibration models, the evaluation of the method
linearity was carried out in order to show a proportional
relationship between responses versus storage time of olive oil.
The frequency regions of 3474-2679 cm™ and 1746-1032 cm'
were picked up for olive oil’s storage time quantification.

The appropriate number of PLS-factors is determined by
application of Haaland and Thomas (1988) criterion based
on the minimal stable predicted residual sum of squares
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PRESS. The performance of the model was evaluated by
the coefficient of determination R*and the root mean
squate error of cross validation RMSECV.

In order to validate the developed model, cross validation
using leave one out technique was used. Using PLS, the
excellent model is obtained for BM sample; the R? value
obtained is 0.985 (in calibration) and 0.969 (in prediction)
with lowest RMECV (0.804). Three latent factors were
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Fig 2. Variation in peroxide value (meq O2 /kg) during storage time of olive oil produced in (a) Tebessa, (b) Souk Ahras, (c) Bouati Mahmoud,

(d) Hammam N’bail, (e) Bouchegouf.

Olive oil with citric acid; —®— Olive oil without any additive

selected for building PLS models. PLS offers a better
calibration model for T than SA. Inversely, it gives better
prediction model for SA. The high value of RMECV
(1.558) was obtained for B.

The chemometric analysis demonstrates that the main
wavelength regions selected to construct the PLS model of
T and BM samples are corresponded to: first, peroxide value
and second, acidity and symmetric stretching vibration of
the aliphatic CH, group at 2925 cm™. For SA sample model
corresponded to peroxide value, acidity and -C=O (ester) at

Emir. J. Food Agric e Vol 30 e Issue 7 e 2018

3474 cm. The model of HM sample corresponded to: first
peroxide values, second at 1656 cm™ indicate the presence
of grouping C=C. Third, bending vibration of the CH,
and CH, aliphatic groups. Finally =C-H (cis) at 1402 cm.

Figure 3 exhibits the scatter plot for the relationship between
actual and predicted storage time for all samples. It indicates
a close relationship between two variables assessed using
FTIR-PLS. The relationship between actual and predicted
storage time show a good correlation with R* of 0.999,
0.989, 0.980, 0.984 and 0.983 for all samples respectively.
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Fig 3. Correlation plot of the actual versus the predicted storage time of olive oil produced in (a) Tebessa, (b) Souk Ahras, (c) Bouati Mahmoud,

(d) Hammam N’bail, (e) Bouchegouf.

CONCLUSION

To determine the effect of storage time of olive oil, in dark
at room temperature, the results were compared to the values
obtained for the samples analyzed immediately after extraction.
The results were taken each month up to twelve months.

The quality of the selected olive oil was evaluated by
spectrophotometric indices K, K free acidity and
peroxide values and also by spectroscopic data of FTIR.
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The initial values of the K, coefficient were between
0.272 and 1.863. Whereas the initial values of the KK were
between 0.104 and 0.182. On above we observe significant
changes in the concentrations of carotenoids at 470 nm.

and chlorophylls at 670 nm.

Olive oil with the citric acid indicates, after one month
that the effect is not significant, but after two months of
storage, the addition’s effects is very marked; the average
of percentage of increase in the PV is respectively 4.71%
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and 76.13 % for all the olive oils with and without any
additive. The evolution during twelve months of storage
of the peroxide values shows significantly higher values in
all samples of olive oil without any additive.

FTIR-PLS is a tool to determine some analytical
parameters in olive oils. The frequency regions of 3474-
2679 cm™ and 1746-1032 cm™ were picked up for olive oil’s
storage time quantification. The relationship between actual
and predicted storage time shows a good correlation with
R? of 0.999, 0.989, 0.980, 0.984 and 0.983 for all samples
respectively.

Itis known that quality of olive oil is measured for samples
without any additive; but the introduction of a tiny
quantity 1/1000 of citric acid contributes to slow down
the phenomenon of ageing through peroxide braking in
the medium and enhance the stability of olive oils against
auto-oxidation. We strongly recommend tolerating such
additions in the same way as others like aromatic plants
and garlic or spiruline which are likely to contribute more
and consequently improve the quality of olive oil. Then,
the consumers have to consider this argument to choose
the appropriate olive oil.
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