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Les huiles végétales tell que  les huiles de table   occupent une place

importante dans la nutrition humaine en effet les lipides sont indispensables à notre

alimentation, ils doivent apporter 1/3 de notre énergie quotidienne. Ils ont un rôle

nutritionnel sur les plans énergétique et métabolique et sont intéressants par leurs

apports en acides gras essentiels et vitamines liposolubles. Ces huiles sont utilisées

dans l’alimentation pour les fritures, les plats cuisinés et dans l’assaisonnement.

Comme tout aliment, des qualités organoleptiques, nutritionnelles, hygiéniques sont

requises car tout  manquement pourrait avoir une répercussion directe sur la santé

humaine. (Almi D, 2010)

Les huiles issues des graines oléagineuses comme l’huile de tournesol et de

soja  sont riches en tocophérols et presque dépourvues de composés phénoliques

(Fritch et al., 1997 ; Salta et al., 2009). Ces huiles peuvent être soumises à des

altérations qui peuvent être de différents ordres. Durant le stockage, le traitement

thermique et la friture, la détérioration graduelle de l’huile prend place dû aux

réactions de décomposition à savoir l’hydrolyse, l’oxydation, l’isomérisation et la

polymérisation (Gertz et al., 2000 ; Gomez-Alonso et al., 2003 ; Lee et al., 2007).

L’oxydation est la cause principale de détérioration des huiles. En effet, cette

dégradation oxydative dépend de plusieurs facteurs : composition en acides gras de

l’huile, présence d’antioxydants ou pro oxydants, température, présence d’oxygène,

de métaux lourds, (Kalogianni et al., 2009). En effet, la conséquence de cette

dégradation est la perte des qualités organoleptiques, nutritionnelles et hygiéniques

(Warner, 2002). Cependant, la quantité des antioxydants naturels n’est pas toujours

suffisante pour stabiliser les huiles, d’où la nécessité d’addition des antioxydants

synthétiques. Les plus utilisés par l’industrie agroalimentaire sont : le

butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluéne (BHT), le tributylhydroquinone

(TBHQ) et le gallate de propyl (PG), du fait de leurs avantages(Augustin et Berry,

1983). Malheureusement, plusieurs rapports indiquent que ces antioxydants peuvent

avoir des effets carcinogéniques (Reddy et al., 2005) et sont actuellement mal

acceptés par la plupart des consommateurs .Il existe une forte tendance à limiter leur

utilisation malgré leur efficacité et favoriser l’utilisation des antioxydants naturels

comme alternative des premiers.
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De ce fait, les industries agroalimentaires développent l’utilisation des

antioxydants naturels et surtout leur incorporation dans les huiles destinées à la

friture. (Almi D, 2010)

A l’heure actuelle, les polyphénols captent l’intérêt des chercheurs et occupent une

place impressionnante de recherches (Falleh et al., 2008 ; Bondia-pons et al., 2009 ;

Chew et al. 2009).

Les polyphénols sont des molécules spécifiques de règne végétal, On les trouve dans

les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Achat. S.2013. parmi les plante qui

possèdent une spécificité par les composés phénoliques on distingue :la palmier

dattier , les raisins , l’olivier …

L`utilisation la plus connue de l`olivier est sans nul doute l`extraction de

l`huile a partir de son fruit, l`olive. Cette huile a une importance capitale dans la

nutrition et la santé humaine, si bien que la recherche s`est élargie à l`étude des sous-

produits de l`olivier, notamment les feuilles. Ces dernières sont riches en nombreux

composés phénoliques. (Iguergaziz N, 2012). Cette matière végétale est

recommandée depuis l`antiquité dans la médecine traditionnelle comme traitement de

la fièvre, la malaria…etc. (Lee et al., 2009).

Les feuilles, site principal du métabolisme de la plante, représentent une

source principale de polyphénols (Erbay et Icier, 2009). Selon Martin-Garcia et al.,

(2003) et Ferreira et al., (2007), elles constituent l’un des sous produits de l’industrie

oléicole (10% de poids total des olives).

Il est clair qu’une tentative de valoriser les polyphénols des feuilles d’olivier

d’une variété cultivée Chemlal et variété sauvage présente un intérêt pour des

applications en agroalimentaire. Le choix des variétés est du à ses prédominance

variétale.

La présente étude est menée pour l’objectif de caractériser les feuilles  d’olivier et

de les valoriser par l’enrichissement dans une huile de friture et le suive de l’évolution

de l’oxydation en étudiant le coefficient d’extinction.
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I- l’olivier

I-1.Généralités

L'olivier est parmi les plus vieux arbres cultivés dans le monde (Liphschitz et

al. 1991), a une origine très ancienne, sa culture remonte a la plus haute antiquité

(Gaussorgues et al., 2009) ; est un arbre typiquement méditerranéen, se caractérise

par un fruit, l’olive, dont l’huile est un composant essentiel du régime méditerranéen.

Riche en acides gras insaturés, en vitamine E et en polyphénols.

Espèce appartient par des fleurs hermaphrodites régulières  à pétales soudées, à deux

étamines, à deux ovules par loge ; ce sont des plantes ligneuses à feuilles opposées et

à fruits charnus (Flahault, 1986, Morettini et al., 1972) , produit deux sortes de

fleurs : une parfaite qui contient les deux sexe, male et femelle, et une fleure staminée.

Les feuilles contiennent des composés comme l’acide glycolique et les hétérosides qui

possèdent une propriété hypoglycémiante.( Metzidakis I T, Voyiatzis DG. (1997).)

I-2.Air de répartition

I-2-1.Dans le monde

La zone naturelle de répartition géographique de l’olivier dans le monde se situe

principalement entre le 26e et le 45e degré de latitude nord et sud.

L’olivier cultivé est toujours un arbre méditerranéen, bien sur, il a essaimé sur

d’autres continents. À la suite des conquérants portugais et espagnols, il est implanté

en Amérique du sud. On le trouve aussi en Syrie, au Liban, aux états Unies, en

Afrique du Sud, en Australie et jusqu’au Japon et en Chine.( Sidhoum M,2011)

La culture de l'olivier occupe en 2005 dans le monde 7,5 millions d'hectares pour une

production de 14,9 millions de tonnes d'olives avec un rendement de 20 quintaux/ha.

Sur la période 2000-2006, la production mondiale moyenne annuelle s'élève à

2.778.800 tonnes d'huile d'olive et à 1 638 300 tonnes d'olives de table. La production

mondiale d'huile d'olives est passée de 1 453 000 tonnes en 1990 à 2 820 000 tonnes

en 2006, alors que dans le même temps la production d'olives de table passait de

950 000 tonnes à 1 832 500 tonnes. ( Sidhoum M.2011)

D’après FAO L'oléiculture occupe toutefois une part très importante dans

l'économie agricole de certains pays méditerranéens et la tendance de la

consommation mondiale est à la hausse. Les quatre premiers pays producteurs

(Espagne, Italie, Grèce et Turquie) assurent 80% de la production mondiale d’olives.



Chapitre I l’olivier et feuilles d’oliviers

5

I-2-2.Dans notre pays

Comme dans la plupart des autres pays méditerranéens, l'olivier constitue l’une des

principales espèces fruitières plantées en Algérie, avec environ 207822 ha soit 33% de

la surface arboricole et 24616600 arbres (24 millions de pieds d'olivier) (M.A., 2005).

La production d'olives à huile est tributaire des conditions climatiques et reste une

culture traditionnelle .Cette espèce est présente à travers l'ensemble des wilayas du

Nord du pays en raison de ses capacités d'adaptation à tous les étages bioclimatiques.

Ainsi, dans certaines zones, l'oléiculture assure une activité agricole intense

permettant de générer des emplois, de garantir l'approvisionnement d'unités de

trituration d'olives et de conserveries d’olives. (Achour, 1995)

I-3. Classe botanique

L’olivier est classé dans la famille des Oléacées ; Le genre est appelé oléà et

comporte 30 espèces différentes réparties à la surface du globe. (Moreaux S. (1997)

La classification botanique de l’arbre de l’olivier selon (Cronquist (1981) est la

suivante :

Règne: Plantae

Sous-règne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Scrophulariales

Famille : Oleaceae

Genre : Olea

Espèce: europaea

Sous-espèce: europaea

Cette espèce comprend deux sous-espèces :

-l’olivier cultivé ou Olea sativa : arbre à rameaux cylindriques, avec de grandes

variations dans le feuillage et la taille des fruits suivant les variétés.

-l’olivier sauvage ou Olea silvestris (ou Olea Oleaster appelé Oléastre), arbrisseau à

rameaux quadrangulaires et épineux, à petites feuilles courtes et petits fruits.

(Georges J. Aillaud. 1985)
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I-4. Variétés cultivées

La description des principales variétés d'olives cultivées en Algérie sont cités dans

le tableau I.1

Tableau I.1 : les principales variétés de l’olivier cultivé en Algérie (H.Rebour.2005).

variétés Variétés de Kabylie Variétés du

constantinois

Variétés d'Oranie :

Description

-Chemlal de Kabylie :

C’est l'une des plus

estimées pour la

fabrication de l'huile. Le

fruit est moyen : 2

grammes.

Rougette : Variété à huile

répandue est appréciée pour

sa rusticité et sa précocité.

Déborde jusque dans la

Mitidja, où elle est la plus

estimée.

Sigoise : est de beaucoup

la plus appréciée. Variété à

deux fins, qui fournit

la/majeure partie de nos

olives de conserve pour

l'exportation. Elle dérive

de la Picholine française.

Son aire d'adaptation

s'étend sur tout le Maroc.

Limli : donne un fruit,

de 2 grammes, pour la

fabrication de l'huile.

Azeradj ou

Adjeraz : Cette olive

pèse environ 5

grammes. Elle est très

estimée pour la conserve

en vert, mais moins

recommandable pour

l'huilerie.

Aberkane : est une

autre olive de conserve

qui s'emploie à pleine

maturité dans la région

de Seddouk, mais peut

également procurer des

résultats satisfaisants en

huilerie.

Blanquette : Tardive, tenant

bien sur l'arbre, moins

attaquée que les autres par

les oiseaux, elle est le

complément de la précédente

pour l'huilerie
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I-5.Les feuilles d’olivier

Les feuilles d’olivier sont opposées, ovales allongées, portées par un court

pétiole, coriaces, entières, enroulées sur les bords, d'un vert foncé luisant sur la face

supérieure, et d'un vert clair argenté avec une nervure médiane saillante sur la face

inférieure. Le feuillage est persistant, donc toujours vert, mais cela ne veut pas dire

que ses feuilles sont immortelles.Elles vivent en moyenne trois ans puis jaunissent et

tombent, principalement en été. (Ghedira K, 2008.)
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La composition chimique des feuilles et brindilles varie en fonction de nombreux

facteurs (variété, conditions climatiques, époque de prélèvement, proportion de bois,

âge des plantations, etc..). Généralement, la matière sèche (MS) des feuilles vertes se

situe autour de 50 à 58%, celle des feuilles sèches autour de 90%. La teneur en

matières azotées totales (MAT) des feuilles varie de 9 à 13%, alors que les rameaux

ne dépassent guère 5 à 6%. La solubilité de l’azote est faible, elle se situe entre 8 et

14%, selon la proportion de bois. La teneur en matières grasses (MG) est supérieure à

celle des fourrages et oscille autour de 5 à 7%, mais celle des constituants pariétaux et

en particulier de la lignine est constamment élevée (18 à 20%) (Civantos L, 1983.)

La feuille d’olivier est riche en triterpènes, flavonoïdes, sécoiridoıdes dont

l’oleuropéoside et en phénols. Elle exerce des activités antioxydantes, hypotensives,

spasmolytiques, hypoglycémiantes, hypocholestérolémiantes et antiseptiques, outre

les propriétés diurétiques pour lesquelles elle est utilisée sous forme de spécialité

phytothérapeutique (Ghedira K, 2008.)

I-5-2.Intérêts des feuilles d’olivier pour la santé humaine

Depuis l’antiquité, les feuilles d’olivier sont employées en phytothérapie. A l’époque

Grecque, les feuilles ont été utilisées pour désinfecter les blessures cutanées. Les

anciens leur attribuaient des vertus antiseptiques et la propriété de combattre toutes

sortes d’infections. Au XIXème siècle, on s’en servait pour combattre le paludisme

(malaria). Ces usages sont tombés en désuétude pendant un certain temps en raison de

l'omniprésence des antibiotiques. Cependant, les professionnels modernes de la santé

ont commencé à utiliser l'extrait de feuille d'olivier, en 1995, les premiers résultats

furent très positifs. Depuis, il a été démontré que la feuille d’olivier possède de
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nombreux avantages thérapeutiques contre de nombreuses maladies et des vertus dans

le maintien de la santé globale. La feuille d’olivier et son extrait est l’un d’un certain

nombre d'espèces de plantes médicinales qui a été et continue d'être étudié

volumineusement. . (Aouidi ,F.2012)

I-5-3.Les voies de valorisation des feuilles d’olivier

Les feuilles d’olivier, biomasse produite en grande quantité dans les pays

méditerranées, ne doivent pas être considérées comme un déchet encombrant, mais

comme une richesse qu’on doit utiliser. De nombreux travaux ont été réalisés pour

essayer d’utiliser ce sous produit et ainsi améliorer la rentabilité du secteur oléicole.

Historiquement, les feuilles d’olivier étaient totalement orientées vers l’alimentation

animale. Toutefois, ils sont aussi utilisés en phytothérapie traditionnelle pour le

traitement de certaines maladies tel que la malaria et l’hypertension. Dans cette

application, les feuilles d’olivier sont consommées sous forme de tisane.

(Aouidi ,F.2012)

Dans le cadre de la phytothérapie moderne, des compléments alimentaires à base de

feuilles d’olivier sont apparus sur le marché. Ces produits sont disponibles en forme

de feuilles séchés complet ou en poudres, d’extrait, de gélules ou d’ampoules

buvables .Les producteurs en vendent leurs vertus pour la santé humaines.

Actuellement, et avec l’évolution de la technologie et l’amélioration des

connaissances, les domaines d’utilisation des feuilles d’olivier ont été élargie et

diversifié. Les feuilles d’olivier sont utilisées pour l’extraction des composés d’intérêt

tel que le mannitol, les stérols, les alcools gras, les composés phénoliques,

principalement l’oleuropéine, les flavonoïdes et les composés triterpéniques, les

feuilles d’olivier sont utilisées comme ingrédient dans la formulation d’énormément

de produits cosmétiques et diététiques, tel que les savons, les crèmes. (Aouidi.F,2012)

Les feuilles d’olivier ont aussi trouvées des applications dans l’industrie alimentaire.

Elles sont principalement utilisées pour l’amélioration de la qualité et la conservation

des aliments tels que les viandes, l’olive de table, les huiles.

D’autres voies de valorisation des feuilles d’olivier, récemment démontrées,

concernent le domaine de la dépollution, de la sidérurgie et de la synthèse

biochimique. (Aouidi.F,2012)



Chapitre II Oxydation des huiles et les antioxydants

10

Introduction

Du fait de leur importance nutritionnelle, les acides gras insaturés sont des

composants importants dans des nombreuses formulations alimentaires. Toutefois, ces

acides gras sont sensibles à l’oxydation. La dégradation conduisant au rancissement

hydrolytique est la lipolyse enzymatique et l’hydrolyse des lipides. Elles sont

caractérisées par une forte augmentation de l’acidité des produits altérés.

Le rancissement oxydatif ou hydrolytique des lipides, limite leur durée de

conservation et les rend inaptes à la consommation alimentaire. (Rahmani.M ,2007).

On distingue plusieurs types d’altérations : des altérations biologiques, chimiques et

thermiques.

II-1.Altérations biologiques

Les huiles végétales sont peu altérées par les micro-organismes ; elles subissent

surtout des changements physico-chimiques. Cependant, les germes lipolytiques

peuvent parfois participer à des phénomènes d’hydrolyse et d’oxydation pourtant le

contrôle microbiologique des huiles est rarement appliqué (Guiraud, 2003).

II-2. Altérations thermiques

Les cycles successifs de chauffage et de refroidissement aux quels sont soumis les

corps gras lors de leur utilisation en friture provoquent de nombreuses transformations

en particulier sur les AG insaturés. Ces transformations résultent de réactions

complexes : oxydation, polymérisation, hydrolyse (Augustin et Berry, 1983 ; Quiles

et al., 2002 ; Kalogianni et al., 2009).. Les produits de dégradation des huiles sont

généralement des composés volatils et non volatils.

La fraction volatile est essentiellement constituée d’aldéhydes saturés et insaturés,

cétones, alcools, AG courts, esters. La quasi-totalité de ces produits est entraînée par

le dégagement de la vapeur qui accompagne toute friture. Les produits non volatils de

PM élevé (polymers, acides oxydés, monomères cycliques) restent dans l’huile, et

donc une partie peut être absorbée par l’aliment (Allam et El-Sayed, 2004 ; Navas et

al., 2007).
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II-3. Altérations chimiques

Elle compose de deux types d’altération : acidification et oxydation

II-3-1.Acidification

L’acidification résulte d’après Servilli (2008) de l’hydrolyse d’un, deux ou trois

liaisons esters. L’hydrolyse peut être de nature enzymatique (action des lipases) ou

chimique et elle conduit à la formation d’acides gras libres et de glycérides partiels.

Ce phénomène ne s’observe pratiquement jamais sur les huiles raffinées car les

enzymes responsables sont éliminées au cours de raffinage, il peut cependant

intervenir sur les huiles brutes et sur les huiles de friture (Aluyor et Orijieu, 2008).

Les acides gras (AG) libérés sont préjudiciables à la qualité du corps gras, ils

s’oxydent plus vite et donnent un goût désagréable.

II-3-2.L’oxydation

L'oxydation des lipides prend lieu quand l'oxygène atmosphérique réagit avec

les acides gras insaturés des huiles .Cette réaction se déroule en utilisant un

mécanisme radicalaire. Elle constitue, à cet effet, un des facteurs responsables de la

détérioration des aliments complexes. L'oxydation des lipides est, de même,

considérée comme l'une des réactions majeures correspondant à la dégradation de la

qualité de l'huile durant la cuisson et la friture. Il s'agit d'un problème qui touche,

principalement, les produits industriels. En effet, l'oxydation des lipides entraîne une

diminution de la qualité organoleptique du produit non seulement par la formation

d'odeurs rances mais également par la diminution de la qualité nutritionnelle. Cette

dernière se manifeste à travers la formation de radicaux libres, d'hydrocarbures,

d'aldéhydes, de cétones, d'acides, d'esters, de peroxydes. Ces éléments constituent,

pour la plupart, des composés toxiques, voire, cancérigènes, favorisant le

développement de certaines maladies telles que l'artériosclérose Imen Kahouli.2010

L’oxydation des lipides, ou rancissement oxydatif des acides gras, est

classiquement décomposée en trois étapes principales, initiation, propagation et

terminaison, généralement décrites comme étant successives.

L’oxydation lipidique peut être, selon le milieu et les initiateurs mis en jeu, le

résultat de plusieurs voies réactionnelles :
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 L’auto-oxydation, initiée par la température, les ions métalliques, ou les radicaux

libres correspondants à des lipides déjà oxydés.

 La photo-oxydation, initiée par la lumière UV en présence de photosensibilisateurs.

 L’oxydation enzymatique, catalysée par la lipoxygénase et la cyclooxygénase.

[Dridi. 2016.]

a-L’auto oxydation :

Dans les aliments, l’auto-oxydation est le phénomène le plus important suivi par

la photooxydation. L’auto-oxydation est une réaction en chaîne de radicaux libres se

déroulant en trois étapes : initiation, propagation et terminaison (figure II-1)

-Initiation : La première étape est la formation de radicaux libres à partir des lipides,

ils sont produits par l’arrachement d’un proton de l’instauration des AG. La réaction

peut être déclenchée par l’irradiation, la chaleur et très souvent par réaction avec un

radical libre.

-Propagation : c’est une réaction radicalaire en chaîne et rapide. Elle consiste en une

profusion de radicaux libres qui progressivement fixent de l’oxygène. La propagation

génère des hydroperoxydes (ROOH) (Alais et al., 2003). La réaction en chaîne est

courte à haute température et dans les systèmes polyinsaturés tels que les huiles de

friture.

- Réaction d’arrêt: les radicaux libres s’associent donner des composés non

radicalaires. (Almi D .2010)
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RH : acide gras libre, R˙ : radical libre, ROO˙: radical peroxyle, ROOH :

hydroxyperoxyde, RO˙ : radical alkoxyle, OH˙ : radical hydroxyl).

Figure II-1 : Mécanisme général des réactions d’oxydation des lipides (Alais et al.

2003).

b-Photo-oxydation

La photo-oxydation est une voie de peroxydation lipidique initiée par des substances

photo-sensibilisatrices. La photo-oxydation correspond à la dégradation oxydative des

lipides en présence d’oxygène, d’énergie lumineuse et de photosensibilisateurs .Dans

les aliments, les photosensibilisateurs sont des molécules telles que les hémoprotéines,

la riboflavine ou d’autres pigments .En présence d’un photo-sensibilisateur, l’énergie

lumineuse convertit l’oxygène triplet (3O2) en oxygène singulet (1O2), qui peut

réagir directement sur les doubles liaisons insaturées des chaînes grasses .En effet,

dans son état fondamental, la molécule d'oxygène sous son état triplet est stable et

incapable de réagir avec les acides gras insaturés. Les photosensibilisateurs

interviennent dans l’oxydation des lipides selon deux types de mécanismes .Selon le

premier mécanisme, les molécules photosensibles réagissent dans leur état excité avec
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l’oxygène triplet auquel elles transfèrent leur énergie pour donner un oxygène singulet

l’oxygène singulet est très réactif et peut attaquer les acides gras insaturés pour former

les hydroperoxydes.

Dans un second mécanisme, la molécule photosensible dans son état excité agit

comme les radicaux libres initiateurs et arrache un hydrogène de l'acide gras insaturé

pour former un radical libre qui est capable de réagir avec la molécule d'oxygène dans

son état fondamental.( Dridi. 2016.)

c-Oxydation enzymatique

L’oxydation des lipides se produit par voie enzymatique principalement par l’action

de la lipoxygénase, la cyclooxygénase, la peroxydase et la polyphénol-oxydase. Cette

oxydation se produit soit dans les tissus végétaux et animaux soit au niveau de la

trituration des graines et des fruits ; soit dans l’huile. .( Dridi. 2016.)

C’est une réaction radicalaire en chaîne qui se déroule de façon similaire à

l’autooxydation.

Les lipoxygénases (lipoxydases) sont très répandues dans les règnes végétal et animal.

En général, ces enzymes exigent des AG libres comme substrat, bien qu’il y ait

quelques isoenzymes qui réagissent avec les triglycérides. Ces enzymes sont actives à

basse température et peuvent donc limiter la durée de conservation des produits

surgelés. Ce type d’oxydation peut être ralenti par les antioxydants phénoliques.

(Almi D.2010)

II-3 1-2- . Facteurs accélérant l’oxydation

Le comportement des lipides vis-à-vis de l’oxydation est très variable, ces variations

peuvent être expliquées selon Alyor et Ori-Jesu (2008) par l’influence de différents

facteurs qui sont :

 Teneur en oxygène : la dégradation des lipides par l’oxygène est la cause

majeure de la détérioration des corps gras pendant le stockage.

 Lumière : elle active le phénomène de l’oxydation en accélérant la réaction

d’initiation.

 Température : elle favorise également l’oxydation en augmentant la vitesse

de décomposition des peroxydes. Les AG saturés ne se décomposent qu’à une

température supérieure à 60°C, tandis que les polyinsaturés s’oxydent même

lors de l’entreposage des aliments à l’état congelés.
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 Traces métalliques : il est estimé que le fer et le cuivre à des concentrations

de moins de 1ppm peuvent causer une réduction notable de la stabilité des

corps gras (Sherwin, 1978 ; Alyor et Ori-Jesu, 2008). Ce problème est

amplifié par la présence d’AG libres qui agissent en solubilisant les métaux

dans les lipides.

 Teneur en AG libres : les AG libres sont plus sensibles à l’oxydation que

ceux estérifiés.

 Enzymes : la présence de lipoxygénases accélère le processus d’oxydation.

II-3- 2 -2 . Les facteurs retardant l’oxydation

L’oxydation est un processus de détérioration qui ne peut être que retardé. La

connaissance des facteurs provoquant l’oxydation permet de développer des stratégies

pour retarder ou contrôler l’oxydation des lipides durant leur stockage, leur

commercialisation et même après leur vente. Pour limiter les réactions d’oxydation,

l’industrie agroalimentaire utilise plusieurs moyens qui sont :

 Conservation des corps gras à basse température et à l’abri de la lumière.

 Exclusion de l’oxygène par conservation des huiles sous vide ou par

utilisation des fixateurs d’oxygène (acide ascorbique).

 Destruction des enzymes d’oxydation (polyphénoloxydases) par blanchiment.

 Emploi d’agents de complexassions des métaux lourds (acide citrique).

 Neutralisation des radicaux libres par l’emploi d’antioxydants naturels ou

synthétiques.

II-3 3-2- Les conséquences des réactions d’altération des corps gras

L’oxydation des lipides alimentaires entraîne des altérations qualitatives

(rancissement), nutritionnelles (perte des vitamines liposolubles, acides gras essentiels

(AGE) voir même toxicité due aux produits issus de la peroxydation des lipides

(figureII-2). Les composés carbonyles peuvent réagir avec les protéines ou plus

généralement favoriser le brunissement non enzymatique.
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AG : Acides gras, VN : valeur nutritionnelle

Figure II-2: Conséquences de la peroxydation des lipides (Frenot et Vierling, 1997).

II-4. Les antioxydants

II-4-1.Définition : Le mot « antioxydant » est utilisé, en général, pour n’importe quel

agent chimique qui inhibe l’attaque par l’oxygène ou l’ozone.

Halliwelli (1995) a donné une définition large du terme antioxydant : « toute

substance qui, présente à faible quantité comparée à celle du substrat oxydable,

retarde ou prévient d’une manière significative l’oxydation de ce substrat».

Appliqués aux huiles végétales, les antioxydants sont des composés qui interrompent

le processus d’oxydation en réagissant préférentiellement avec les radicaux libres

pour former d’autres radicaux plus stables. (Almi D ,2010)

II-4-2. Mécanisme d’action

D’une manière générale, un antioxydant peut empêcher l’oxydation d’un autre

substrat en s’oxydant lui-même plus rapidement que celui-ci Un tel effet résulte d’une

structure de donneurs d’atome d’hydrogène ou d’électrons souvent aromatiques cas de

dérivés du phénol. En plus leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du

fait de la délocalisation par résonance et par manque de positions appropriées pour

être attaqué par l’oxygène moléculaire. (Bouras F et Houchi A ;2013)

Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent l’initiation

en complexant les catalyseurs, en réagissant avec l’oxygène, ou des agents de

terminaison capables de dévier ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant

des produits finis non radicalaires. D’autres en interrompant la réaction en chaine de
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peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-ci

ne puissent réagir avec un nouvel acide gras. Tandis que d’autres antioxydants

absorbent l’énergie excédentaire de l’oxygène singulet pour la transformer en chaleur.

(Hellal , 2011).

II-4-3.Utilisation des antioxydants

 Dans l'industrie chimique : pour éviter le durcissement du caoutchouc ou en

métallurgie pour protéger les métaux de l’oxydation.

 Dans l'industrie agro-alimentaire : pour éviter le rancissement des corps gras.

 Dans l'industrie teinturerie : pour éviter l'oxydation des colorants au soufre ou des

colorants de cuve lors de la teinture.( K. Bouhadjra (2011)

II-4-4.Classification des antioxydants

Les antioxygènes sont classés dans trois catégories différentes :

 Les antioxydants synthétiques.

 Les substances synergiques.

 Les antioxydants d’origine végétale.( K. Bouhadjra (2011))

II-4-4-1.Antioxydants de synthèses

Les antioxydants de synthèse sont introduits dans toutes les formulations contenant

des corps gras insaturés et parfois aussi dans des phases aqueuses où se trouvent des

extraits végétaux riches en oxydases. Leur concentration d'utilisation est généralement

dix fois plus faible que celle des conservateurs et se situe entre 0,02 et 0,05 %. Ce

sont :

 le butylhydroxytoluène (BHT)

 le butylhydroxyanisole (BHA)

 les gallates de propyle, octyle et de dodécyle..( K. Bouhadjra (2011))

II-4-4-2.Substances synergiques

Ce sont des molécules qui améliorent l’action de certains antioxydants. Ce qui se

traduit souvent par un accroissement de la période de protection, parmi eux se

trouvent : Les acides lactique, tartrique et ortho phosphorique et leurs sels de sodium,

potassium ou calcium. Leurs propriétés peuvent s'expliquer par un effet chélatant de

métaux comme le fer ou le cuivre, dont on connaît bien l'effet pro-oxydant à faible

dose. Cependant, ce n'est peut-être pas la seule explication, car plusieurs de ces

produits sont d'assez mauvais chélatants. .( K. Bouhadjra (2011))
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II-4-4-3.Antioxygènes d’origine végétale

Les plantes constituent des sources très importantes d’antioxydants. Les antioxydants

naturels dont l’efficacité est la plus reconnue aussi bien dans l’industrie

agroalimentaire que pour la santé humaine sont : les tocophérols, les caroténoïdes et

les polyphénols. . (K. Bouhadjra (2011))

a-Tocophérols (vitamine E)

Les vitamines sont des substances organiques, sans valeur énergétique propre, qui

sont nécessaires à l’organisme et que l’homme ne peut synthétiser en quantité

suffisante .Elle doivent donc être fournies par l’alimentation. Parmi elles, on distingue

la vitamine E qui est une vitamine liposoluble de formule brute C29H50O2 et de

masse molaire 430g.

Vitamine E est le terme générique utilisé pour désigner les différents tocophérols qui

se distinguent entre eux par le nombre et la situation des groupements méthyles fixés

sur le noyau aromatique (Chekroun N.2013)

Leur Principales sources : les huiles végétales (tournesol, pépin de raisin, maïs, ...), les

légumes et fruits frais (amande, noisette, fenouil, mûre, avocat, épinard, …), les

aliments  d’origine animale (crevette grise cuite...)( Chekroun N.2013)

b-Les caroténoïdes (figureII-3)

Sont des pigments fabriqués par les végétaux. Les plus importants sont le bêta-

carotène, l’alpha-carotène, la lutéine, la zéaxanthine et le lycopène. Ce sont eux qui

donnent aux fruits et légumes des couleurs orange, rouge et jaune. Leur fonction

essentielle est de protéger les plantes. La plupart des caroténoïdes ont une propriété

antioxydante

Comme ils le font pour les plantes, ils ont des effets bénéfiques sur notre santé. Ce

sont d'excellents piégeurs d'espèces radicalaires particulièrement vis-à-vis de la

lipoperoxydation des phospholipides membranaires grâce à leurs structures.
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FigureII-3: Deux exemples des structures des caroténoïdes.

( Boubekri .C 2014)

Les caroténoïdes sont des substances polyéniques caractérisées par un système

de doubles liaisons conjuguées. Le nombre de doubles liaisons conjuguées varie de 7

à 15. ( Boubekri .C 2014)

II-5.Les polyphénols

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des métabolites

secondaires largement répandues dans le règne végétal étant trouvé dans tous les fruits

et les légumes. Ces composés sont présents dans toutes les parties des plantes mais

avec une répartition quantitative qui varient entre les différents tissus. Plus de 8000

structures ont été identifiées .Waksmundzka et al., 2011., allant de simples

molécules comme les acides phénoliques à des substances hautement polymérisées

comme les tanins Dai, J. et al .. Ils sont synthétisés par l’ensemble des végétaux et ils

participent aux réactions de défense face à différents stress biotiques (agents

pathogènes, blessures, symbiose) ou abiotiques (lumière, rayonnements UV, faible

température, carences). Les polyphénols contribuent à la qualité organoleptique des

aliments issus des végétaux (couleur, astringence, arôme, amertume). Visioli, F.,et al

., 2000.

L’élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins

un noyau phénolique à 6 carbones (FigII-4), auquel est directement lié au moins un

groupe hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou

hétéroside. (Boubekri .C 2014)
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Figure II-4: Structure du noyau phénol. Sarni Manchado .P et al.,2006

II-5-1.Classification des polyphénols

La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le

nombre de noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux. On

peut distinguer deux catégories : les composés phénoliques simples et les composés

phénoliques complexes

II-5-1-1.Polyphénols simples

a-Acides phénoliques

Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique

et un hydroxyle phénolique. Ils sont représentés par deux sous-classes : les dérivés de

l’acide hydroxybenzoïque et de l’acide hydroxycinnamique.(Boubekri .C 2014)

Dérivés de l’acide hydroxybenzoïque (C6-C1)

Ces acides sont très communs aussi bien sous forme libre que sous forme

combinée à l’état d’esters ou hétérosides. (Achat .S 2013.)

Cette catégorie est abondante dans les végétaux et les aliments, notamment les

épices, les fraises, certains fruits rouges et l'oignon dans lesquels les concentrations

peuvent atteindre plusieurs dizaines de milligrammes par kilogramme de fruits frais.

(Skerget M et al,.2005)

Dérivés de l’acide hydroxycinnamique (C6-C3)

Ces composés ont une distribution très large. Rarement libres, ils sont souvent

estérifiés, et peuvent également être amidifiés ou combinés avec des sucres (O-
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acylglucosides, Oarylglucosides) ou des polyols tels que l’acide quinique. (Skerget M

et al,.2005)

Flavonoïdes

Les flavonoïdes sont des composés possédant un squelette de base à quinze

atomes de carbone, constitués de deux noyaux aromatiques et d'un hétérocycle central

de type pyrane, formant une structure C6-C3-C6 (Figure II-5 ) .(Ghedira K. (2005).

Ce sont les composés les plus abondants parmi tous les composés phénoliques. Ils

interviennent dans la pigmentation des fleurs et dans les processus de défense contre

le rayonnement UV, les herbivores et les attaques microbiennes. Les flavonoïdes sont

présents dans une grande variété d'aliments (fruits et légumes, céréales, jus de fruits,

thé et vin...). (Crozier A. 2004)

Figure II-5: Squelette de base des flavonoïdes. (Crozier A. 2004)

b-Alcools phénoliques

Un alcool phénolique est un composé organique possédant au moins un alcool

aliphatique et un hydroxyle phénolique. Le tyrosol (4-hydroxyphenylethanol) et

hydroxytyrosol (3,4 dihydroxyphenylethanol) (Figure II-6) sont les principales

molécules de cette classe. Ces composés sont très abondants dans l’olive (fruit et

feuille), libres ou associés à l’acide élénolique. (Long H S et al., 2010.)
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Figure II-6 : Structures de l’hydroxytyrosol (a) et du tyrosol (b)

(Long H S et al., 2010.)

II-5-1-2. Polyphénols complexes (tanins)

Les tanins représentent une classe très importante de polyphénols localisés dans

les vacuoles. Historiquement, le terme « tanin » regroupe des composés

polyphénoliques caractérisés par leurs propriétés de combinaison aux protéines d’où

leur capacité à tanner le cuir. Sur le plan structural, les tanins sont divisés en deux

groupes, tanins hydrolysables et tanins condensés (Boubekri.C.2014) .

a - Tanins hydrolysables : ce sont des esters du D-glucose et de l’acide gallique ou

de ses dérivés, en particulier l’acide ellagique (FigureII-7) .Ces substances sont

facilement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique (tannase) .(Ribereau-

Gayon P.1968).

b- Tannins condensés : les tannins condensés ou les proanthocyanidines sont des

polymères constitués d’unités flavane reliées par des liaisons entre les carbones C4 et

C8 ou C4 et C6 (Figure II-7) (Bruyne T et al.,1999).
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FigureII-7: Structure chimique (a) d’un tanin condensé (proanthocyanidine) et (b)

d’un gallotanin (1, 2,3-tri-O-galloyl-β-D-glucose).Derbel S., GhediraK. 2005

Le tableau II-1 qui s’inspire du Macheix et al., Regroupent les principales classes

des composés phénoliques. :

Tableau II-1. Les principales classes des composés phénoliques.( Macheix et al,.)

II-5-2.Biosynthèse des composés phénoliques

Les CP sont des produits du métabolisme secondaire des plantes. Ils sont

synthétisés à partir de deux voies biosynthétiques qui sont d’après Bravo et al. (1994)

et Visioli et al. (2000).

*Celle de l’acide shikimique, qui conduit après transamination et désamination aux

acides cinnamiques et à leurs nombreux dérivés tels que les acides benzoïques ou les

phénols simples ;
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*celle issue de l’acétate, qui conduit à des poly ß-coesters (polyacétates) de longueur

variable menant par cyclisation à des composés polycycliques.
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III. Matériels et méthodes

III-1.Matériel

II-1-1.Matière première

Des feuilles d’olive de la variété « Chemlal » et « Oléastre » ont été recueillies en Mars

2018, ces feuilles proviennent dans les régions de la commune de Lakhdaria et Sour el

Ghouzlène (Willaya de Bouira). Ces feuilles sont triées, séchées à température ambiante et à

l’abri de la lumière. Après séchage, les feuilles sont broyées en poudre. La poudre de feuilles

est conservée dans un flacon teinté à température ambiante.

(1) (2)

Figure III.1 : Photographie des feuilles d’olivier (1) Chemlal et (2) oléastre

III-1-2. Huile végétale

l’huile utilisée est une huile raffinée commerciale «Elio». Elle est élaborée à partir d’un

mélange d’huiles 100% végétales (à base de soja avec un pourcentage d’huile de tournesol)

II-.2.Méthodes d’analyse

III-2-1.Caractérisation  physico-chimique des poudres de feuilles d’olivier obtenues

La préparation de la matière première aux différentes analyses est effectuée selon

l’organigramme suivant (Figure III-2).
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Figure III-2: Préparation préliminaire de la poudre des feuilles d’olivier aux différentes

analyses physicochimiques.

Les poudres obtenues des feuilles d’olivier étudiées de deux variétés (Chemlal) et

(Oléastre) sont illustrées dans la Figure III-3

(1) (2)

Figure III-3 photographe des poudres de feuilles obtenus après broyage (1) PFOO et (2)

PFOC

III-2-1-1.Détermination de la teneur en eau

La teneur en eau est un paramètre déterminant dans la conservation des denrées

alimentaires, suivant la méthode déterminé par la norme (AFNOR., 1982)

Optention de la poudre

Tamisage

Broyage

Sechage

Lavage (avec eau de robinet)

Les feuilles entiers
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Elle est déterminée sur un échantillon d’1g broyé et étalé dans une capsule en porcelaine

puis séché dans une étuve réglée à une température de 105 ± 2°C, jusqu’à obtention d’un

poids constant.

Mode opératoire

Dans des capsules vides séchées à l’étuve durant 15 mn à 105 ± 2°C, on pèse dans

chacune 1 g de feuille d’olivier préalablement broyé et on les place dans l’étuve réglée à 105

± 2 °C pendant 3 heures ; jusqu'à l’obtention d’un poids constant.

La teneur en eau est calculée selon la formule  suivant :

H% = 100× (M1 – M2)/P

Soit : H% : Humidité ; M1 : Masse de la capsule + matière  fraiche avant séchage (g)

M2 : Masse de la capsule + matière fraiche après séchage (g) ; P : Masse de la prise

d’essai (g).

III-2-1-2.Détermination du pH

Le pH est mesuré en suivant la méthode décrit par la norme (NF V 05-108, 1970)

Mode opératoire

3g de poudre mélangé avec 75mL d’eau distillé, le tout est mis au chauffage dans un

bain-Marie à 60°C avec une agitation (30min).La valeur de pH de la solution obtenue après

filtration est lue directement sur le pH mètre, en prenant soins que l'électrode soit

complètement immergée dans la solution.

III-2-1-3.Détermination de l’acidité titrable

La méthode  appliquée est adapté aux feuilles d’olivier à partir de la procédure décret

dans la norme (NF V 05-101, 1974)

Un échantillon de 1g de la poudre des feuilles d’olivier est place dans une fiole

conique avec 10mL d’eau chaude (bouille et refroidie ).La fiole est adaptée à un réfrigérant à

reflux afin de chauffer le contenu au bain-marie pendant 30 min .Après refroidissement , le

contenu de la fiole conique est transfér à une fiole jaugée de 250mL el complété jusqu’au trait

de jauge avec de l’eau distillée récemment bouillie et refroidie .Mélanger bien, puis filtré.

50 ml de filtrat versé dans un bécher, sont titré avec une solution d’hydroxyde de sodium

0,1N, en présence de 2 à 3 gouttes de phénolphtaléine, jusqu'à l’obtention d’une couleur rose

persistante pendant 30 secondes.

L’acidité titrable, exprimée en milléquivalents de NaOH par  100 g de produit, est déterminée

selon la formule suivante :
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A= (25.V1.100)/(M.10.V0)

Ou : M : est la masse en (g) de poudre prélevée ; V0 : est le volume en ml de la prise d’essai

(50ml) ; V1 : est le volume en ml de la solution d’hydroxyde de sodium à 0.1N utilisé.

III-2-1-4.Détermination de la teneur en cendre (NF V 05-113, 1972)

La méthode utilisée est celle décrite par (El Arem et al., 2011 ; Garcia et al., 2008).

Mode opératoire

1g de poudre de feuille d’olivier est mise dans une capsule en porcelaine puis incinérés

dans un four à moufle réglé à 550 ± 5°C durant 8h jusqu’à obtention d’une couleur grise,

claire ou blanchâtre. La capsule est ensuite retirée du four et refroidie dans un dessiccateur

puis pesée.

Le taux de cendre est exprimé en pourcentage de la matière sèche.

La teneur en matière organique est exprimée par la formule suivante :

MO% = 100× (M1 – M2) /P

MO% : Matière organique ; M1 : Masse de capsule + prise d’essai(g) ; M2 : Masse des

capsules + cendre (g) ; P : prise d’essai(g)

La teneur en cendre (Cd) est calculée comme suit :

Cd = 100 - MO%
III-2-1-5.Détermination de la teneur en matière grasse

La quantité de lipides est obtenue par extraction au Soxhlet, selon la méthode NF EN ISO

734-1 (2000) décrite par AFNOR, (1982). Le principe de la méthode est basé sur l'extraction

des lipides des  feuilles d’oliviers par l’Hexane au moyen de l'appareil de Soxhlet.

Mode opératoire

Un ballon de 100 ml est séché à 105°C pendant une heure, refroidi au dessiccateur

pendant 30 min puis, pesé à une précision de 0,001g.

5 g de poudre des feuilles d’olivier sont introduites dans la cartouche du Soxhlet et

placés à l’intérieur de l’extracteur.100ml d’hexane sont versés dans le ballon et 50 ml dans la

cartouche. Le ballon est ensuite chauffé pendant 5 heures (20 siphonages par heure) jusqu'à

l’épuisement de la matière grasse. Le solvant est éliminé du ballon par distillation tandis que

le résidu du ballon est séché dans une étuve à 70 – 80°C. Après refroidissement au
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dessiccateur pendant 30 min, le ballon contenant les lipides est pesé à 0,001 g près.

L’opération est répétée jusqu'à obtention d'un poids constant.

La teneur en matière grasse est exprimée par la formule suivante :

% = ( − ) ×
P1 : Poids du ballon vide (g) ; P2 : Poids du ballon avec l’huile extraite (g) ; P3 : Poids de

la prise d’essai (g).

III-2-1-6. Extraction et dosage des protéines

L’estimation de la quantité des protéines des poudres des feuilles d’oliviers est réalisée selon

la méthode de Bradford (Bradford, 1976).

La méthode de Bradford est une méthode de mesure de concentration protéique basée sur une

réaction colorimétrique entre les protéines et un colorant, le bleu de Coomassie G250. Ce

réactif, rouge-brun à l'état libre, prend une teinte bleue quand il est lié aux protéines et par

conséquence possède un coefficient d'extinction molaire élevé dans le visible (à 595 nm) qui

permet un dosage protéique sensible (Bradford, 1976).

III-2-1-6-1. Extraction des protéines

Un gramme de l’échantillon est immergé dans 20 ml d’eau distillée avec l'agitation à 4°C

durant 5 h. Les suspensions sont centrifugées à 10000 G pendant 40 minutes et les surnageant

sont récupérés (Rezanejad, 2007). L'extrait protéique obtenu est conservé à + 4°C jusqu’à

l’analyse.

III-2-1-6-2. Dosage des protéines

Un volume de 10 μl de chaque extrait protéique est ajouté à 50 μl d’eau distillée et 2 ml de

réactif de bleu de Coomassie. (Voire annexe B)

Après stabilisation de la couleur pendant 5 min, la densité optique de la solution est

déterminée à 595 nm à l’aide d’un spectrophotomètre UV-VIS (JASCO V-530).

Les différentes concentrations en protéines sont déterminées par référence à une gamme

étalon à base de BSA, (voire annexe B)
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III-3.Etude de l’activité antioxydante des poudres des feuilles d’olivier

III-3-1.Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux est réalisé selon la méthode colorimétrique de Folin

Ciocalteau avec quelques modifications (Hayes et al., 2011).Le diagramme de la Figure III-4

représente les principales étapes.de préparation de l’extrait hydro alcoolique.

3g de la poudre de feuille d’olivier dans 30ml de méthanol à 80%

Agitation pendant 30 min

Centrifugation (3000trs/min) pendant 15 min

Récupération du surnageant et conservation a froid (+4C)

Extraction EHA (Extra hydro alcoolique)

Figure III-4: Etapes de préparation de l`extrait hydro alcoolique.

Pour le dosage des polyphénols totaux, 0,5 ml de chaque extrait est mélangé à 5 ml

d’eau distillée et 0,5 ml de Folin –Ciocalteu. Après 3 min de repos, 0,5 ml de carbonate de

sodium (10 %) a été ajoutée. Le mélange est ensuite homogénéisé et incubé à la température

ambiante pendant 1H et à l’abri de la lumière. Au bout de ce temps, l’absorbance a été

déterminée par la lecture à 765 nm à l’aide d’un spectrophotomètre UV-Visible

La détermination de la concentration en polyphénols totaux est effectuée en se basant sur une

courbe d’étalonnage préparée (Voire annexe B) dans les mêmes conditions, à partir d’une

série de dilutions d’acide gallique la concentration finale en ces composées a été exprimée en

mg d’équivalents d’acide gallique (EAG) par gramme de matière.
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III-3-2.Dosage des flavonoïdes (FL)

L’estimation quantitative des flavonoïdes a été effectuée par une méthode adaptée par

Zhishenn et al et décrite par (Ki Won et al., 1996), basée sur la complexation des

flavonoïdes par l’aluminium en utilisant le trichlorure d’aluminium.

Le chlorure d’Aluminium forme des complexes jaunâtres avec les atomes d’oxygène

présents sur les carbones 4 et 5 des flavonoïdes comme le montre la figure (III-5). (Ribéreau-

Gayon, 1968).

Figure III-5: Mécanisme de réaction de chlorure d’aluminium avec les flavonoïdes.

(Ribéreau_ 1968 )

Le protocole suivie est résumé dans la figure III-6

1ml de l`EHA

1ml de AlCl3 à 2%

Ajouter 2 ml de Na OH à 1N pour

neutraliser les ions H+ formés
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Incubation pendant 1h

La lecture de

l`absorbance à 510nm

Figure III-6: les étapes de dosage des flavonoïdes

La quantité de flavonoïdes contenue dans notre extrait est calculée en se référant à une courbe

d’étalonnage réalisée avec la quercitrine (1mg/ml ) .(voire annexe B)

III-3-3.Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur, évalué selon la procédure décrite par Oyaizu (1986), indique

l’aptitude des extraits à réduire le fer ferrique Fe3+ en fer ferreux Fe2+. Le mécanisme est

connu comme étant un indicateur de l’activité donatrice d’électrons, caractéristique de

l’action antioxydante des différents antioxydants.

La présence des composés antioxydants (réducteurs) dans les extraits phénoliques

provoque la réduction des ions ferriques (Fe+3) du complexe de ferricyanure, en ions ferreux

(Fe+2). Cette réduction aboutit au changement de la couleur de la solution, du jaune au vert,

couleur finale caractérisée par une absorbance maximale à 700 nm.

Les étapes de détermination du pouvoir réducteur sont données dans le diagramme de la

Figure III-7
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Figure III-7 : Les étapes de détermination du pouvoir réducteur.

Le pouvoir réducteur est exprimé en µg équivalent de vitamine C par g de feuilles d’olives.

III-3-4.Le pouvoir anti-radicalaire

Le pouvoir anti-radicalaire ou l’effet « scavenger » sur le radical 2,2-diphényl-1-

picrylhydrazyl (DPPH) est une méthode qui est initialement utilisée pour déterminer les

donneurs de protons dans les composées phénoliques (Prakash, 2001).

La molécule DPPH• est un radical stable grâce à la délocalisation de son électron célibataire

autour de la molécule empêchant ainsi sa polymérisation, ce qui est le cas de la plupart des

radicaux. La délocalisation de l’électron est responsable d’un développement d’une couleur

violet foncée.

La présence d’un antioxydant dans le milieu engendre la libération d’un proton réduisant ainsi

le radical DPPH• Suite à cette réaction, la couleur violette se dissipe laissant apparaître une

couleur jaune pâle du groupe picryl. Le suivi de la délocalisation est réalisé par

Lire l’absorbance à 700 nm

de chlorure ferrique (FeCl3) à 0,1 %

Prélever2.5 ml du surnageant,5 ml d'eau distillée et 1 ml de la solution de chlorure ferrique

Centrifuger pendant 10 min à 5000 tour /min

Ajouter 2,5 ml de l’acide trichloracétique (10 %)

Mélanger et incuber à 50°C pendant 30 min

Ajouter 2,5 ml de ferricyanure de potassium (1%)

Ajouter 2,5 ml de la solution tampon (0,2 M, pH = 6,6)

1ml d'EHA de poudre des feuilles d'olivier
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spectrophotométrie à 517 nm (Gülcin et al., 2003 ; Molyneux, 2004 ; Roginsky et Lissi,

2005).

Mode opératoire

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits  de feuilles d’olivier via le test DPPH

est effectuée selon le diagramme suivant :

Figure III-8 : Etapes de test DPPH

Les résultats peuvent être exprimés en tant qu’activité anti radicalaire (PAR) où l’inhibition

des radicaux libres (en %) est évaluée en utilisant la formule suivante:

AAR (%) = [(ADPPH - AS)/ADPPH] x100

Où:

ADPPH : absorbance de la solution de DPPH (déterminé contre le méthanol);

AS : absorbance de la solution avec ajout de l’extrait (déterminé contre méthanol).

lire l'absorbance à λ=517nm

incuber à l'abri de la lumière

ajouter 1ml DPPH (0.025mmol)

2ml de chaque extrait (différentes concentrations)
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III-4.Analyse des huiles

L’acidité, l’indice de peroxydes, l’indice de réfraction, l’indice d’iode sont utilisés pour

estimer l’effet antioxydant de l’huile de table et pour les huiles où on a ajouté des extraits

phénoliques on mesure seulement l’indice de peroxyde pour chaque concentration

III-4-1.Détermination de l’indice d’acide

L'hydrolyse des corps gras, qu'elle soit d'origine chimique ou enzymatique entraîne la

formation d'acides gras libres, dont la mesure permet d'évaluer l'état de son altération par

hydrolyse. (NF EN ISO 660, 1999)

Mode opératoire

- Peser dans une fiole conique de 100 à 150 ml 3 à 5 g de l’huile;

- Faire dans une autre fiole, un mélange de 30 ml d’alcool éthylique-éther diéthylique dans les

proportions 2 :1(20ml alcool éthylique et 10ml éther diéthylique) ;

- Ajouter 1 à 2 gouttes de phénolphtaléine et titrer ce mélange par la solution de soude

décinormale jusqu’à coloration rose pâle persistant une dizaine de secondes ;

- Transvaser ce mélange dans la fiole contenant la prise d’essai et dissoudre l’huile en agitant

énergiquement. Si l’huile se dissout mal chauffer légèrement ;

- Ajouter dans cette solution 2 à 3 gouttes de phénolphtaléine et titrer par la solution de soude.

Expression des résultats

L’indice d’acide en mg de KOH est calculé selon la formule suivante :

IA = (V X 5,61) / P

Soit :

V : le volume de soude employé (ml) ; P : Poids de la prise d’essai (g).

5,61 : Le nombre de mg de potasse équivalent à 1 ml de soude à 0,1 N.

L’acidité en (%) est calculée en équivalent acide oléique

A%=0.5*IA

III-4-2.L’indice de peroxyde (NF T 60-220, 1995)

Principe

L’huile est oxydée par l’oxygène de l’atmosphère, cette altération est caractérisée par le

changement des propriétés physico-chimiques.

L'altération chimique des corps gras insaturés par l'oxygène de l'air débute par la formation

d'un peroxyde. Ce phénomène a lieu au cours du stockage, cette réaction étant une réaction
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autocatalytique, elle commence très lentement, puis après une période d'induction où

l'oxydation est pratiquement indécelable, s'accélère de façon exponentielle.

La détermination de la quantité des peroxydes d'un corps gras renseigne sur son altération par

oxydation.

Mode opératoire

- Peser 1 à 3 g de huile (en fonction de l'indice de peroxyde présumé) dans une fiole conique

de 250 ml;

- Ajouter 10 ml d'alcool éthylique et dissoudre le corps gras (s'il se dissout mal, chauffer

légèrement);

- Ajouter 20 ml d'acide acétique glacial et 1 ml de solution d'iodure de potassium saturée.

- Boucher aussitôt la fiole; agiter énergiquement pendant 1 mn et laisser à l'abri de la lumière

pendant 5 mn;

- Rincer le bouchon avec de petites quantités d'eau distillée;

- Titrer la solution par le thiosulfate de sodium à 0,01 N jusqu'à apparition d'une coloration

jaune pâle;

- Ajouter 1ml de solution d'amidon (la coloration devient bleue) et continuer le titrage jusqu'à

décoloration totale.

- Un essai à blanc est préparé dans les mêmes conditions sans le corps gras.

Expression des résultats

L'indice de peroxyde (IP) exprimé en méq/Kg, est donné par la formule suivante:

IP (méq g d’O2 /Kg de CG) = (V0 – V1 / P) x 10

Soit :

V0 : le volume de thiosulfate employé pour l’échantillon (ml).V1 : le volume de thiosulfate

employé pour l’essai à blanc (ml).P : le poids de la prise d'essai (g).

III4-3.Détermination de l'indice d’iode

Il est Basé sur la dissolution d’une prise d’essai dans un solvant avec addition de réactifs de

Hanus. Après un temps donné de réaction, addition d’une solution d’iodure de potassium et

d’eau, et titrage de l’iode libéré par une solution de thiosulfate de sodium. (T 60-203)

Mode opératoire

-Introduire 0.2 g de l’huile près dans un ballon à font plat ;

-Puis ajouter 10 ml d’éthanol par suivi d’une agitation ;
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-On additionne au ballon 10 ml d’iode 0.2N dans l’éthanol, et on agite afin de bien

dissoudre ;

-Ajoute ensuite 30mld’eau distillée puis on ferme le ballon par son bouchon et agite pendant

5 mn ;

-Ouvre le bouchon et rince les parois avec l’eau distillée ;

-Titrer le contenu de ballon  par thiosulfate de sodium (0,1N) jusqu'à l’apparition d’une

coloration jaune ;

-On a versé 1ml  de la solution d’empois d’amidon pour donné la couleur bleu violet foncé ;

-On continue le titrage jusqu’à la disparition de celle coloration ;

Expression des résultats

L’indice d’iode exprimé en g I2/100 g d’huile  est comme suit :

= ( – ) × ,
Où : V

0
: volume du thiosulfate de sodium pour l’essai à blanc (ml) ; V1 : volume du

thiosulfate de sodium pour l’essai avec l’huile (ml) ; P : poids de la prise d’assai en gramme

(g).

III-4-4.Indice de réfraction

L’indice de réfraction, comme la densité, est caractéristique du groupe auquel

appartient le corps gras, il est lié au degré d’instauration des acides gras constituant le corps

gras, et influencé par de nombreux autres facteurs : acidité libre, oxydation, polymérisation,

existence de fonction secondaire sur les molécules… etc.( NA 278, 1990)

Mode opératoire

-Chauffer le corps gras  sur un bain de sable, filtrer à chaud sur un filtre sec ;

-Laver les prismes du refractomètre par l’éther de pétrole, les essuyer avec un chiffon propre ;

-Lier le refractomètre au bain thermostatée, brancher la circulation d’eau sur le thermostat à

la température T choisie pour la mesure et attendre 20mn ;

-Etalonner l’appareil à l’aide d’eau distillée (IR = 1,3330) et de benzène (IR = 1,5014) ;

-Verser alors entre les prismes 2 à 3 gouttes du corps gras filtré et séché ;

-Attendre 2 à 3 mn pour que l’échantillon prenne la température de l’appareil ;
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-Déplacer alors la lunette de visée pour que la ligne de séparation de la plage claire et de la

plage sombre se situe à la croisée des fils du réticule ;

-Lire l’indice de réfraction du corps gras à la température T.

Expression des résultats

L’indice de réfraction est une fonction  linéaire de la température dans un domaine

étroit (10°C environ). La variation de l’indice de réfraction des triglycérides est en moyenne

de 0,00035 par degré au voisinage de 20°C.

L’indice de réfraction à T est donc lié à l’indice de réfraction à T' par la formule

suivante :

ŋ 20 = ŋ Ɵ + (Ɵ-20)0.0035

Où : ŋ 20: l’indice de réfraction à 20 °C ; ŋ Ɵ : l’indice de réfraction à Ɵ ; 0,00035 : la

variation d’indice de réfraction quand la température varie de 1°C.

III-5.Suivie de l’oxydation des huiles par le coefficient d’extinctions spécifiques

Le coefficient d’extinctions spécifiques est utilisé pour estimer l’effet antioxydant des

poudres des feuilles d’oliviers ajoutés à l’huile de friture .On a choisis la pomme de terre

comme aliment de friture.

Les concentrations de poudres utilisées sont 50, 100 et 150g/l pour chaque variété des

feuilles.

Le choix de ses concentration est obtenu a partir d’un test préliminaire dont le but de

garantir les caractéristiques organoleptique de l’huile.

III-5-1.Détermination des coefficients d’extinctions spécifiques : NFISO3656

 principe

C’est une norme française Homologuée ISO3656 :(1991) : qui  remplace la norme

homologuée NFT60-223 :(1978).

Tous les corps gras naturels contenant ou moins une faible quantité de l’acide linoléique,

L’oxydation d’un corps gras conduit à la formation d’hydroperoxydes  linoléiques, diène

conjugués qui absorbe au voisinage de 232nm.
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Si l’oxydation poursuit, ils forment des produits secondaires de l’oxydation en particulier des

cétones α  et des cétones α insaturés qui absorbent vers 270nm. L’extinction à 232nm et

270nm d’un corps gras peut donc considéré comme image de son état d’oxydation :

-Plus l’extinction à 232nm est forte, plus l’huile est peroxydée ;

-Plus l’extinction à 270nm est forte, plus l’huile est riche en produits secondaires.

Cette méthode est couramment réalisée avec l’hexane, cyclohexane ou avec des alcools tels

que l’éthanol, le méthanol ou l’isopropanol.

 Mode opératoire

Dissoudre 100mg d’huile dans 10ml de cyclohexane, puis on va diluer cette solution et lire

l’absorbance à 232 et 270nm (WOLFF, 1968).

E%=Aƛ/C.I

Soit :

E : extinction spécifique à la longueur d’onde ƛ.

ƛ : absorbance mesurée à la longueur d’onde ƛ.

C : concentration de la solution en grammes par 100ml.

L : épaisseur de la cuve en cm.
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IV.1.Caractérisation  physico-chimique des poudres de feuille d’olivier obtenue

Les résultats des analyses physico-chimique des poudres des feuilles d’olivier est

donnée dans le Tableau IV.1 :

Tableau IV.1.Les résultats des analyses physicochimiques des poudres de feuilles

d’oliviers

Paramètres PFOC PFOO

Teneur en eau g/100g 4,33±0,47 4,66±0,94

Taux de cendre% 5,33±0.94 5,6±0,37

pH 5,74±0.03 4,81±0,05

Acidité titrable meq de

NaOH/100g

2,2±0,02 2,6±0,01

Teneur en matière grasse% 5,4±0,99 5,56±0,17

Protéines % 4,66±0.01 5,42±0,006

PFOC : la poudre des feuilles d’olivier Chemlal / PFOO :la poudre des feuilles

d’olivier oléastre .

IV.1.1.La teneur en eau

Généralement, afin de garantir une meilleure conservation des poudres alimentaires,

il est préconisé d’avoir une faible teneur en eau. Les résultats trouvés, pour les deux

poudres de feuilles d’olivier  sont 4 ,33±0,47 et 4,66±0,94 g/100g ces résultats sont

légèrement inferieurs  à celle trouvé par Boudhrioua et al.,(2009) ont données des

teneurs comprises entre 5 et 5,6 g/100g pour toutes les variétés. Et les valeurs de la

teneur en matière sèche trouvées par Nefzaoui A.(1991) se situées autour 50 et 58 %

pour les feuilles vertes et celle des feuilles sèches autour de 90%.
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IV.1.2.Taux des cendres

Les poudres analysées révèlent des taux de cendres importants oscillant entre 5,33±0,94

et 5,6±0,37%. Donc, elles constituent des sources intéressantes en éléments minéraux.

Notre résultat est proche a celle trouvé par Boudhrioua et al., (2009) qui ont évoqué

des teneurs variant entre 6 et 9g/100g pour toutes les variétés.

IV.1.3.pH et acidité

Les poudres analysées présentent des pH, pratiquement identiques, légèrement

acides (4,86) ces valeur sont inferieur a celle trouvés par Iguergaziz N (2012) qui a

trouvé des valeurs autour de 5.5 pour les deux variétés.

Pour les deux poudres analysées L’acidité est presque identique entre 2,2±0,02 et 2,6

±0,01meq de NaOH par 100g de la matière sèche.

Ces teneurs sont presque identiques aux valeurs trouvés par Iguergaziz N (2012).

IV.1.4. Matière grasse

La teneur en matière grasse des PFOC et PFOO oscille entre 5,4±0,99 et 5,56

±0,17% Il est évident que les olives constituent une source intéressante en matière

grasse.ces résultats sont situées dans l’intervalle trouvé par Erbay et Icier, (2009) qui

sont trouvés des valeurs ≤ 6.25 % de la matière sèche des feuilles.

En général, pour toutes les variétés les teneurs en lipides s’étendent entre 1 et 1,3 % de

la matière fraiche de la feuille selon Boudhrioua et al., (2009) .

IV.1.5.Teneur en protéines

Les teneurs en protéines solubles des poudres de feuilles analysées sont

comprises entre 4 ,6 ±0,001et 5,5 ±0,006%, la PFOO étant celle qui présente la valeur la

plus élevée. Les valeurs trouvées dans les échantillons analysé sont inferieur à celle

trouvées par Martin-Garcia et al., 2003 qui ont trouvé 7 % ,et conforme à celle

rapportées par Boudhrioua et al.,2008 qui ont trouvés des résultats entre 5 et 7.6%

Conclusion

La différence dans la composition chimique entre les deux variétés de feuilles est

faible.

La composition physicochimique des feuilles varie en fonction de nombreux

facteurs : variété, conditions climatiques, époque de prélèvement, âge des plantations…

IV.2.Etude de l’activité antioxydante des poudres des feuilles d’olivier:

Les feuilles d`olivier, en plus de leurs abondance, renferment des quantités

appréciables en composés bioactifs (sécoiridoides, flavonoïdes, acides
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phénoliques…etc.). Elles sont utilisées comme additifs dans l`industrie agroalimentaire,

pharmaceutique et cosmétique (Lee et al., 2009).

Les résultats de l'activité antioxydante sont résumés dans le tableau IV.2.

Tableau IV.2 Les résultats de l'activité antioxydante des feuilles d'olivier des deux

variétés étudié

Paramètres PFOC PFOO

Polyphénols

eqmg dAG /100g

17,2±0.03 15,21±0,053

Flavonoïdes (mg EQ/100g

MS).

54±0,301 50±0,013

Pouvoir réducteur

mg/100(VC)

19±0,011 16±0,002

IV.2.1.concentration des polyphénols

Le dosage des extraits obtenus à partir des poudres des feuilles nous a permis de

déterminer leur concentration en utilisant la courbe d’étalonnage d'acide gallique

Annexe B

Les PPT dans La PFOO est  légèrement inférieure à celle trouvée pour PFOC qui

varie respectivement entre 17 ,2±0,03et 15,21±0,05 eqmg d’AG /100g de matière sèche.

Ces résultats sont supérieurs à celles apportées par Boudhrioua et al., (2009) qui varie

de 1,4 à 2,4 et inferieur a celle de DELeonardis et al., (2008) qui est de 0,6g. Toutefois,

la concentration trouvée reste dans la gamme rapportée par Silva et al., (2006) qui se

situe entre 11,7 et 40,1mg.

La différence entre les valeurs trouvées et celles apportées par la bibliographie peut

être explique par la nature du matériel de départ et la méthode d’extraction adoptée.

En fait, la variabilité de la teneur en PPT est largement dépendante de plusieurs

facteurs : des conditions climatiques, géographiques (Mylonaki et al., 2008), de l’état

physiologique et l’âge de la plante. (DE Leonardis et al., 2008)

De plus, le rendement d’extraction dépend de la polarité du solvant utilisé, qui

détermine la quantité, la qualité des composés phénoliques extraits et de la classe des

phénols dans le matériel végétal (Sineiro et al., 2008).
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Plusieurs études ont rapportées que les hauts rendements sont habituellement

obtenus avec l’éthanol et le méthanol et leurs mélanges avec l’eau. D’après, Savarese et

al. (2007), Falleh et al. (2008) et Chew et al. (2009), le méthanol est le solvant de choix

pour l’extraction des PPT à partir des fruits, végétaux et huiles. Grâce à sa polarité et sa

capacité à réduire l’activité des polyphénols-oxydases, ce solvant a prouvé son efficacité

d’extraire les PPT simples (Ryan et al., 2001 )

IV.2.2. Concentration des flavonoïdes :

Le dosage des extraits obtenus à partir des poudres des feuilles nous a permis de

déterminer leur concentration en utilisant la courbe d’étalonnage .(Annexe B)

La teneur en flavonoïdes dans les extraits de feuilles est exprimée en mg équivalents

en quercitrines par 100 grammes d’extraits de la matière sèche (mg EQ/100g MS).

Au vue des résultats nous notons que la teneur en flavonoïdes totaux varie d’une

variété à l’autre. La PFOC a la plus forte teneur (54±0,301), suivi de la PFOC d’une

teneur (50±0,013). Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par Lee et al.

(2009).

Les PPT et les flavonoïdes des feuilles d’olivier, connues pour leurs activités

biologiques diverses, sont responsable des actions pharmacologiques (Lee et al., 2009).

Selon Boudhrioua et al., (2009) le séchage et la durée du stockage des feuilles

d’oliviers favorise l’augmentation des composés bioactifs (polyphénols totaux,

flavonoïdes, acide ascorbique…).

IV.2.3. Pouvoir réducteur

L'analyse du pouvoir réducteur consiste en la mesure de l’augmentation de

l’absorbance des ions ferrique (Fe+3) formés par l’oxydation des ions ferreux (Fe+2).

Le pouvoir réducteur est exprimé à l’aide de la  courbe d’étalonnage de VC donnée dans

l'Annexe B

Comme le montre le Tableau III.2 la différence entre les pouvoirs réducteurs des

deux poudres de feuilles d’olivier est significative, la PFOC présente la valeur la plus

élevée 19mg/100 (acide ascorbique) Aussi, il est aisé de constater que cet indice est

proportionnel à la quantité de polyphénols et flavonoïdes  présente.

IV.2.3.4.Le pouvoir anti-radicalaire

L’activité anti-radicalaire a été étudiée par le test au DPPH° où la réduction de

coloration du radical a été suivie à 517 nm. La simplicité et l’efficacité de cette méthode
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du DPPH° en ont font plus largement répondue pour l’évaluation de la capacité du

piégeage des radicaux libres (Peiyuan et al., 2011).

La capacité de réduction de DPPH· est estimée par la diminution de l’absorbance

induite par les antioxydants présents dans les extraits phénoliques.

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre

DPPH en fonction des concentrations des extraits.(Figures IV.1 ET IV.2)

Figure IV.1 Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations de l’extrait de la PFOC

Figure IV.2 Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations de l’extrait de la PFOO

L’extrait de la PFOC a montré l’activité la plus élevée avec de faibles

concentrations par rapport à l’autre extrait. Pour 0.1mg/ml, l’extrait de la PFOC à atteint
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un pourcentage d’inhibition de 65.93%. À cette même concentration, l’extrait de la

PFOO produit un pourcentage d’inhibition de 60.42%,

Ensuite, nous avons déterminé les CI50 des extraits à partir des équations des

régressions linéaires des graphes représentés dans les figures. CI50 est la concentration

nécessaire pour réduire 50 % du radical DPPH. Les valeurs inférieures de CI50

indiquent l'efficacité de l’extrait et ainsi un pouvoir antioxydant plus fort.

Tableau IV.3. Valeurs des CI50 des extraits de feuilles l’olivier :

Extrait CI50

PFOC 0.015mg/ml

PFOO 0.025mg/ml

D’après les valeurs obtenues, l’extrait de la PFOC présente une CI50 inférieure à ceux

de l’extrait de la PFOO, et donc la feuille de l’olivier Chemlal possède la meilleure  activité

que la feuille sauvage.

Bensallah et al., (2012), ont étudié l’activité antioxydante des feuilles d’une variété de

l’olivier cultivé de la région Chemlal en Tunisie. Les auteurs ont obtenu une CI50 de 9.90

μg/ml. Ce résultat est proche de celui que nous avons obtenu.(15 μg/ml).

D’après les résultats même l’olivier sauvage pourrait être une nouvelle source des

antioxydants naturels.

Les conclusions de Lee (2009) sur la particularité de l'effet antioxydant des

composés contenus dans les extraits de feuilles d'olivier, concordent avec ceux de

Benavente-Garcia et al., (2000), qui montrent la richesse des feuilles d'olivier en

composés phénoliques à effet synergique élevé, comme les oleurosides (oleuropéine et

verbascoside), les flavones (lutéolinee, diosmétine, apigénin-7-glucose, lutéolin-7-

glucose, and diosmétin-7-glucose), les flavonols (rutine), flavan-3-ols (catéchine), et les

substituts des phénols (tyrosol, hydroxytyrosol, vanilline, acide vanillique, et acide

caféique).
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IV.3.Analyses de l’huile

IV.3.1 .Caractéristiques physico-chimiques de l’huile

L’huile commercialisée est soumise à un examen physico-chimique avant

l’enrichissement et la friture et afin de vérifier leur qualité et leur capacité antioxydante

en comparaison à la norme officielle Codex Alimentarius (1983)

Les résultats obtenus sont montrés dans le tableau IV.4

Tableau IV.4: Caractéristiques physico-chimiques de l’huile alimentaire

Indice physicochimique Résultat de l’huile Norme codex

Alimentarius (1983)

Indice d’acidité% 2 ,24 2,2-7,26

Indice de peroxyde (méq g d’O2

/Kg de CG)

5,5 5,2-7

Indice d’iode g I2/100 g 63,6 g 92-102

Indice de réfraction 1,49 1,463 – 1 ,478

IV.1.1.l’indice d’acide

La valeur d’indice d’acide trouvée de l’huile est proche de même que leur acidité

libre. Elles sont en conformité avec les normes du Codex Alimentarius dont la valeur

maximale pour une huile végétale raffinée est de 0,6 mg de KOH/ g d’huile pour

l'acidité libre et 7,26 pour l'indice d'acidité.

Plusieurs auteurs ont procédés à la détermination de l’acidité libre comme

paramètre très important pour l’évaluation de la qualité de leurs huiles alimentaires

raffinées. et les résultats obtenus sont résumés dans le tableau IV.5

Tableau IV.5 : Résultats des travaux antérieurs pour le paramètre acidité libre.

Références

bibliographiques

(Benachenhou, 2013) (Zidane, 2010) (Chekroune, 2013)

Acidité libre (%)

Soja + tournesol

(Elio) : 0,320 Soja

(0 ,280 Tournesol

Tournesol (Elio) :

0,56 Tournesol (Afia)

: 0,62

Soja + maїs (Afia) :

0,37 Maїs (Labelle) :

0,46
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IV.2.2.L’indice de peroxyde

A la température ambiante, l’indice de peroxyde obtenu pour l’huile Elio (Tableau

III.4) est conforme aux normes du codex Alimentarius qui fixe la valeur inférieure à 10

méq de peroxydes/kg d'huile. Cela veut dire que cette huile est moins oxydée.

D’autres travaux ont été réalisés pour le contrôle de la qualité des huiles végétales

de et les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 13.

Tableau IV.6 : Résultats des travaux antérieurs pour le paramètre indice de peroxyde

IV.3.3.L’indice d’iode

L’indice d’iode nous renseigne sur le degré d’instauration des acides gras contenus

dans une huile donnée. Il est en rapport direct avec le degré d’oxydation d’une huile,

plus une huile est insaturée plus son indice d’iode est plus élevé (Wolff, 1968).

La valeur d’indice d’iode montre que l’échantillon de l’huile analysé est de faibles

insaturations donc le degré d’oxydation est faible. Le résultat obtenue est inferieur a ce

qui établie par la norme de C.A.
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IV.3.4.L’indice de réfraction

L’indice de réfraction représente un critère de pureté. Est un paramètre qui

détermine le degré d’insaturation des acides gras entrant dans la composition des

matières grasses. Il dépend de la composition chimique des huiles et de la température

(Karleskind, 1992).

Les résultats obtenus par Barka A( 2016) sont 1,476 pour l’huile de soja et 1,476

pour une huile de tournesol

D’après les résultats (tableau IV.4), l’indices de réfraction de notre  échantillon est

égal à 1,49, cette valeur est très proche de celle énoncée par la norme du Codex

Alimentarius (1983) donc , nous pouvons dire que les indices de réfraction changent

sensiblement d’une huile a l’autre et ces changements sont dus aux nature des huiles

,durés de stockage et la température…

III.4. Suivie de l’oxydation des huiles par le coefficient des extinctions spécifiques

L’extinction spécifique à 232 nm et à 270 nm d’une huile reflète son état

d’oxydation, plus les valeurs de ces deux extinctions sont fortes, plus l'huile est

peroxydée, et plus elle est riche en produits d’oxydation secondaires en particulier des

dicétones et des cétones insaturées qui absorbent la lumière vers 270 nm. (Benrachou

.N, 2012). En effet, la présence des produits d'oxydation dans les huiles, traduit sa faible

aptitude à la conservation. (Wolff, 1968)

Toutes les huiles contiennent des acides gras insaturés en quantité plus ou moins

importante. L’oxydation des acides gras conduit à la formation des hydroperoxydes (les

produits de l’oxydation primaire) qui absorbent la lumière au voisinage de 232nm

(K232), alors les changements de l'absorption spécifique à 232nm (K232) sont utiles

pour évaluer la formation de produits d'oxydation primaire.

Egalement, nous avons recherché l'effet des poudres de feuilles d’olivier sur la stabilité

oxydative des huiles de friture.

Les résultats de l’analyse de coefficient de l’extinction spécifique UV sont représentés

dans les figures suivant :
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Figure IV.3.Huile de soja témoin

Figure IV.4.Huile enrichie par 50g/l de la poudre oléastre

Figure IV.5.Huile enrichie par 100g/l de la poudre oléastre
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Figure IV.6.Huile enrichie par 150g/l de la poudre oléastre

Figure IV.7.Huile enrichie par 50g/l de la poudre Chemlal

Figure IV.8.Huile enrichie par 100g/l  de la poudre Chemlal
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Figure IV.9.Huile enrichie par 150g/l de la poudre Chemlal

IV.4.1.Evolution de l’extinction spécifique de l’huile végétale non enrichie (huile

témoin)
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III.4.3.Evaluation de l’extinction spécifique de l’huile végétale enrichie par la

poudre des feuilles d’olivier cultivé (Chemlal) :

Les échantillons analysés ont enregistré une augmentation de K270 a partir de la

quatrième friture pour les concentrations 50 et 100g/l cette augmentation dépasse la

limite établie par COI. Ce qui indique la présence des peroxydes à partir de la

cinquième friture.

Pour K232 les résultats montrent une augmentation à partir de la quatrième friture

pour les huiles enrichie par 50 et 100g/l.

Et pour l’huile enrichie par 150g/l de la poudre des feuilles les valeurs de K232 et de

K270 ne dépassent pas la limite établie par COI donc cette huile reste consommable est

possède un forte activité antioxydante.

D’après les résultats obtenus on conclue que :

La poudre des feuilles d’olivier de la variété Chemlal possède une activité antioxydante

plus forte que cella de la variété Oléastre.



Conclusion

5
4

La présente étude  à pour but d’évaluer la stabilité oxydative d’une huile au cours

de la friture en incorporant des antioxydants naturels : PFOC et PFOO

Les analyses effectuées pour les  feuilles d’olivier de  la variété Chamlal ainsi que

la variété Oléastre montrent qu’elles ont un effet protecteur contre l’oxydation car

elles constituent une source appréciable en composés bioactifs (polyphénols : 15.21%

et 17.2%, flavonoïdes : 50 % et54%).

Concernant les analyses physico-chimiques de l’huile de soja utilisée pour la

friture, les résultats obtenus sont conforme à la  norme C.A.

(IA=2.24% ;IP=5.5 ;IO=63.6 ;IR=1.49)

L’évolution de coefficient d’extinction spécifique réalisées sur les différents

échantillons a permis de mettre en évidence les points d’oxydation et de comparer la

stabilité de l’huile de soja témoin et celle additionnée avec les différents antioxydants.

L’étude de la stabilité de l’huile de friture non enrichie a permis de révéler un

point d’oxydation au niveau de la deuxième friture ,  par contre l’huile enrichie avec

la PFOO ave une concentration de 150/g résiste jusqu’à la quatrième friture ,et celle

de la concentration 50 et 100g/l deviennent  peroxydées a partir de la troisième friture

,et riche en produit secondaire a partir de la cinquième friture . Et l’huile enrichie par

la PFOC reste résistante jusqu’à la cinquième friture, ce qui montre que la formation

des peroxydes se faite a partir de la cinquième friture. Cette huile devienne riche en

produit secondaire a partir de la quatrième friture pour les concentrations 50 et 100

g/l, mais celle enrichie par 150g/l reste conforme a la norme établie par COI.

Ce qui confirme que la meilleur stabilité oxydative de notre huile de friture est

celle enrichie par la poudre des feuilles cultivées de la variété Chemlal (PFOC) ce qui

due à sa richesse en antioxydants naturels.

En raison de l’intérêt de l’ajout des poudres de feuilles d’olivier dans une huile

de friture, il serait intéressant et judicieux de compléter ce travail par d’autres études :
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 tester l’effet antioxydant de ces extraits phénoliques sous différentes

conditions : exposition à la lumière, un long stockage, et d’autres

températures même à froid ;

 Trouver une méthode d’extraction adéquate (à froid) sans solvant ;

 Etude de l’influence des temps les plus longs de friture ;

 Comparer les résultats de la stabilité oxydative en utilisant d’autre tests

(l’indice de peroxyde, l’acidité libre, l’activité antiradicalaires….) ;

 proposer des méthodes d’extraction et de préservation des extraits

phénoliques, pour utiliser les extraits seulement et pas la poudre directe ;

 mesure la stabilité oxydative en utilisant la méthode  Rancimat .
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Annexe (A)

Matériels et réactifs pour les analyses physico-chimiques

Matériels Réactifs

- Agitateur ;

- Balance de précision ;

- Bain Mari ;

- Centrifugeuse ;

-Rotavapeur ;

-Spectrophotomètre UV

Visible ;

-étuve ;

-Four a moufle ;

-pH mètre ;

Solvants Réactifs
spécifiques et
colorants

Autres

-Acétone,
-Acide acétique,
-Benzène,
-Chloroforme,
-Hexane,
- Ethanol,
-Méthanol.

-DPPH (2,2-
Diphenyl-1-
picrylhydrazyl),
-Réactif de
Folin-
Ciocalteu,
Phénophtaléine.

-Carbonate de
sodium, -
Hydroxyle de
sodium,
Thiosulfate,
Phosphate
dissodique,
Iodure de
potassium,
Ferricyanure de
potassium
K3FeCN6, Acide
trichloracétique,
Chlorure ferrique
Fe Cl3
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Figure : La courbe d’étalonnage d’acide gallique (DO765nm = 19,543x + 0,0274
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Figure : La courbe d’étalonnage de vitamine C (DO700nm = 4,6877x + 0,0199

R² = 0,9979)

Mode opératoire de préparation de réactif bleu de Coomasie

 100 mg de poudre de bleu de coomasie G250 ;

 Dissous dans 50ml d’éthanol absolu ;

 On ajout e 100ml d’acide phosphorique a85% ;

 Ajuste avec de l’eau distille a un volume final de 1000ml est conserve a froid 4C°.
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Mode opératoire de préparation de réactif bleu de Coomasie

 100 mg de poudre de bleu de coomasie G250 ;

 Dissous dans 50ml d’éthanol absolu ;

 On ajout e 100ml d’acide phosphorique a85% ;

 Ajuste avec de l’eau distille a un volume final de 1000ml est conserve a froid 4C°.
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 Tableau : préparation de la courbe d’étalonnage des protéines

Dilution SM S/2 S/4 S/8 S/16 S/32

Concentration (mg/ml) 0,05 0,025 0,0125 0,00625 0,003125 0,0015625

Peparation de la gamme d’etalonnage

 On pese 0.0214g d’acide gallique ;

 On va dissoudre dans 20 ml de l’ethanol,soit une solution s1 ;

 Diluer la solution mere comme suit :

 Prelver 5 ml de la solution mere puis ajouter 5 ml d’eau distillee et l’on obtient la

dilution S/2 ;

 Prelver 5ml de la solutio S/2 puis rajouter 5 ml d’eau distillee et l’on obtient a

dillution S/4 ;

Tracage de la courbe d’etalonnage d’acide gallique

 Prelver 1 ml de chaque dillution d’echantillon dans des tube a essais ;

 Ajouter 1 ml de reactif de folin-ciocalteu ;

 Apres 5 min ,ajouter 10 ml de carbonate de sodium ;

 Ajouter 250ml de l’eau distillee ;

 Laiser et incuber pendant une heure a temperature ambiante et a l’abri de la lumiere ;

 La lecture des absorbances est fait a 750 nm.

Tableau : Préparation des dilutions de l’acide gallique pour la réalisation de la courbe

standard des polyphenlos totaux.

Dilutions SM S/2 S/4 S/8 S/16

Concentration en ml 0,00325 0,0065 0,013 0,026 0,052

Tableau : Préparation des dilutions de la quercétrine  pour la réalisation d’une courbe

standard des flavonoïdes.

Dilutions SM S/2 S/4 S/8 S/16

Concentration (mg/ml) 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

Mode de travail :
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 On pesé un gramme de vit C ;

 On ajoute 5ml d’eau distille avec une bonne homogénéisation ;

 L’absorbance  est mesure à 700nm après 10min de réaction ;

 Les résultats sont exprimés en mg d’EVC/100g.

Tableau : La préparation des dilutions de vitamine C pour réalise une courbe d’étalonnage

des antioxydants ayant un pouvoir réducteur.

Dilutions SM S/2 S/4 S/8 S/16 S/32

Concentration en ml 0,2 0,1 0,05 0,025 0,0125 0,00625
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1-Tests préliminaires de l’huile enrichie avec différentes concentrations des deux
variétés des feuilles d’olivier.

2-photographie des frites obtenus

Huile temoin                          huile avec 150g de la      huile avec 150g de la

PFOC                           PFOO



Résumé
Cette étude s’intéresse de  l’utilisation d’antioxydants naturels incorporés aux huiles. les composés
phénoliques (CP) sont extraits à partir des feuilles d’olivier  des deux variétés Chemlal et Oléastre. Ces
CP sont utilisés en tant qu’antioxydant naturel.
Trois concentrations (50 ; 100 et 150 g/l)  sont additionnées à une huile de table à base de soja (Elio)
L’oxydation de cette huile étudiée suivant 5 cycles de friture. L’oxydation est suivie par la mesure de
coefficient d’extinctions spécifiques.
Les résultats obtenus montrent que la quantité des polyphénols existe dans 25 et ;50 et75g de poudre
est égale à l’ordre de 141.66 ;283.33 ;425 eqmg d’AG pour la poudre de la variété sauvage , et pour la
poudre de la variété cultivé les quantité sont à l’ordre de 126.75 ;253.5 ;380.25 eqmg d’AG.
Les huiles contenants des antioxydants ont subi une détérioration moins accentuée que celles des
témoins (sans ajout d’antioxydant).
En effet, après l’incorporation des notre antioxydants et la friture des huiles enrichie la stabilité
oxydative varie selon le coefficient d’extinction d’une concentration a l’autre et d’une variété à l’autre,
La meilleure stabilité oxydative de notre huile de friture est celle enrichie par la poudre des feuilles
cultivées de la variété Chemlal (PFOC).
Mots clés : l’oxydation ;les composés phénoliques ;les huiles de fritures ;feuilles d’oliviers

Abstract

This study is interested in the use ofnatural antioxidants incorporated inoils. Phenolic compounds (
PC) areextracted from the olive leaves of thetwo varieties Chemlal and Oléastre. These PCs are used as
a naturalantioxidant.

Three concentrations (50 ; 100 and 150 g/l) are added to a soybased table oil(Elio) The oxidation of thi
s oil studiedfollowing 5 cycles of frying. Oxidation isfollowed by the measurement ofspecific extinctio
ns coefficient. The results obtained show that thequantity of polyphenols exists in 25 and50 and 75 g of
powder is equal to theorder of 141.66 and 425 eqmg of AGfor wild variety powder, and forcultivated v

ariety powder the quantitiesare in the order of 126.75 and 380.25 eqmg of AG.
Oils containing antioxidantsdeteriorated less severely than controloils (without the addition ofantioxida
nts). Indeed, after incorporating ourantioxidants and frying enriched oils theoxidative stability varies ac
cording tothe extinction coefficient from oneconcentration to another and from onevariety to another, T
he best oxidative stability of our fryingoil is that enriched by the powder of thecultivated leaves of the
Chemlal variety(PFOC).
Works keys :oxidation ; phenolics; frying oils ; olive leaves

الملخص

منالفینولیةالمركباتاستخراجیتم. الزیوتفيالمدمجةالطبیعیةالأكسدةمضاداتاستخدامعلىالدراسةھذهتركز
.ھذه المركبات تستخدم كمضادات للاكسدة الطبیعیة. النوعین الشملال و الحشادمنالزیتونأوراق

من مسحوق الاوراق للنوعین )لتر/ غم150و100و50(تمت دراسة تطور اكسدة زیت القلي باضافة ثلاث تراكیز
الي زیت الصویا ایلیو وتمت متابعة الاكسدة بقیاس معامل انقراضات محددة                     تظھر النتائج ان المدروسین

بالنسبة للنو 245و 141.66و2283.33لتر تساوي على الترتیب / غم150و100و50كمیة البولیفینول المتوفرة في 
126.75البري اما الشملال فتساوي على الترتیب ;253.5 ;380.25

126.75 ;253.5 ;380.25

افضل زیت لاستقرار الاكسدة ھي تلك المضاف الیھا مسحوق اوراق الشملال .
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