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Introdiuction

L’ un des principaux problemes de I'industrie agro-alimentaire est d’ assurer une bonne
conservation des aliments. Les phénoménes d’ oxydation sont notamment redoutés. En effet,
au niveau des lipides, les dégradations oxydantes conduisent a une perte en vitamines, une
diminution de la valeur nutritionnelle, une détérioration du golt et méme parfois a
I’ apparition de substances toxiques (Pascal, 1979; Nessrien et Mohamed, 2007). Maitriser
I’oxydation est indispensable pour gérer I'évolution des systémes biologiques dans leur
complexité, en particulier dans le cas des aliments dont la dégradation peut avoir des
conséquences en sécurité alimentaire. Parmi ces produits alimentaires, les huiles végétales
qui sont des composés 100 % lipidique et qui sont la premiere cible de I'oxydation
(Karleskind, 1992).

L’ oxydation des lipides est une cause maeure de dégradation des aliments lors de la
fabrication et de la conservation. La conséquence la plus perceptible de cdle-ci est
I"apparition d' odeurs et des golts désagréables. Ces odeurs conduisent souvent au rejet du
produit par le consommateur (Prior, 2003). Ainsi, pour garantir une durée de conservation

plus prolongée, |es antioxydants sont-ils largement utilises.

De nos jours, retarder |’ oxydation dans les aiments, combinées a I’ hypothese qu’un
certains nombre de conservateurs synthétiques peuvent avoir des effets dangereux sur la santé,
ains la prévention des maladies gréace a une bonne nutrition a fait I’objet de la recherche
d’ antioxydants naturels, qui peuvent protéger le corps humain contre les radicaux libres et
retarder les maladies (Prior, 2003).

L’industrie alimentaire utilise les huiles essentielles pour rehausser le golt, aromatiser
et colorer les aliments (Aprotosoaie et al., 2010). D’autre part, les huiles essentielles
possedent des profils de composition chimique différents permettant de les utiliser comme
agents naturels de conservation des aliments (Holley et Patel., 2005).

Pour étre classées comme antioxydants alimentaires idéals, les huiles essentielles
doivent étre facilement incorporables, efficaces a faible dose, non toxiques, n’entrainent ni
coloration, ni odeur, ni saveur indésirables, résistantes aux processus technol ogiques et stables

dans le produit fini.



Introdiuction

Plusieurs études ont été meneées sur | es activités biologiques des huiles essentielles soit
antimicrobienne (Hammer et al., 1999; Caccioni et al., 1998; Moreira et al., 2005), ou activité
antioxydante telles que celle des huile essentielle de citron (Hyang et al., 2000), huile
essentielle du girofle (Gulcin et al., 2012), de la menthe poivré (Singh et al., 2011). Ces
derniéres sont avérées un moyen tres prometteur pour pallier les risques d’ altérations causes

par les microorganismes ou par I’ oxydation des lipides.

C’est dans cette optique que s articule la présente étude, dont les principaux objectifs
visent a tester |’ activité antioxydante de quelques huiles essentielles ainsi que la possibilité de
leur utilisation comme agent réduisant la peroxydation des huiles végétales. Pour ce fait nous

avons scindé notre mémoire en deux parties:

+ Une synthese bibliographique qui comporte des généralités sur les huiles végétales
utilisé pour la rédisation de ce travail, les huiles essentielles, I’oxydation et les
radicaux libres.

% Une éude expé&rimentale qui consiste en :

v Evaluation de I’ activité antioxydante des huiles essentielles étudiées par trois
tests: DPPH, ABTS et |e pouvoir réducteur.

v Analyse des huiles végétales ainsi que leur mélange destinées a notre étude.

v Incorporation de deux concentrations d’ huile essentielle 100 ppm et 900 ppm
dans le mélange et le suivis de la peroxydation du mélange.

v" Analyse du taux de solide par RMN.
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1. Huiles et graisses végétales

En généra, les huiles végétales concrétes ou fluides proviennent de la partie dure et
ligneuse des graines ou du noyau et se trouvent enfermées dans les cellules oléferes sous
forme de petites gouttes ou retrouvées dans I’ enveloppe charnue du fruit (Salas et al., 2009).

On les différencie généralement par leurs points de fusion. En effet, les huiles sont des
corps gras liquides a latempérature de 15°C, aors que les graisses sont plus ou moins solides

a cette température (Lecerf, 2011).
1.1. Procédéindustriel de production des huiles végétales alimentaires

1.1.1. Procédés d’extraction des huilesa partir desgraines et fruits oléagineux

Trois procédés sont classiquement utilisés pour extraire |I"huile a partir des graines
oléagineuses : la pression unique ou double, |’ extraction directe par solvants et le procédé
mixte, couplant le pressage a une extraction par solvant sur le tourteau (Dijkstra et Segers,
2007).

La préparation des graines comprend plusieurs étapes (Anderson, 2005). Les graines
sont préalablement nettoyées et éventuellement séchées. Afin de faciliter I’extraction de
I"huile, les graines peuvent subir différents prétraitements de nature physique ou thermique.
Les prétraitements les plus fréquemment utilisés avant pressage sont la cuisson, le floconnage
ou |’ aplatissage des graines. Un dépelliculage des graines est parfois utilisé soit pour faciliter
le pressage des graines ou dans une optique nutritionnelle (Dijkstra et Segers, 2007).

Les prétraitements ont pour objectif de préparer les graines ala principal e opération de
séparation liquide-solide : le pressage. Le pressage se définit étant un procédé physique
permettant |’exsudation de |’ huile sous I’ effet d’une force de compression (Schwartzberg,
1997).

Au niveau industriel, les presses a vis sont utilisées pour permettre un traitement en
continu des graines. Le pressage est réalisé a froid ou a chaud. Le pressage peut également
étre assuré en discontinu par pressage hydrauligque, cependant ce mode de pressage est limitée
a un certain type d oléagineux (olives, cacao) (Dijkstra et Segers, 2007). A I'issue de I’ éape
de pressage, le tourteau obtenu est qualifié de « gras », sa teneur en huile résiduelle éant de
I’ ordre de 10 & 20% (Matthéus, 2012).
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L’ huile brute de pressage contient des particules nommeées fines ou pieds de presse.
Ces solides sont séparés de I’ huile en deux étapes. La séparation des plus grosses particules
par sedimentation et la filtration ou clarification dans un décanteur pour éliminer les particules
résiduelles plus fines. Les pieds de presses récupérés sont gjoutés au tourteau gras pour étre
presses a nouveau ou extraite par des solvants, |” huile brute obtenue est qualifiée de seconde
pression (Dijkstra et Segers, 2007).

Les huiles brutes contiennent, en effet, de nombreuses substances indésirables : acides
gras libres, phospholipides et cires, pigments, métaux, contaminants (métaux lourds,
pesticides, mycotoxines...) ce que nécessite un raffinage pour rendre |"huile propre a la

consommation soit par raffinage chimique ou enzymatique. Le raffinage est donc un procédé

de purification. |l comprend plusieurs étapes qui sont synthétisées dans e tableau I.

Tableau |

raffinage (adapté de Pages-X atart-Pares, 2008) :

: Constituants indésirables dans les huiles « brutes » é@iminés au cours du

Opération Constituants Pourcentage ou Origine Inconvénients de leur
éliminés lateneur présence
Démucilagination Phospholipides 02a18% Constituant naturel -Aspect trouble, brunissement
-instabilité organoleptique
Neutr alisation Acides graslibres 0.3a5% Constituants naturels libérés -gout
chimique et lavages par hydrolyse -hydrolyse
-instabilité organoleptique
Métaux (fer, cuivre) De I'ordre du Constituants naturels - catalyseurs d’ oxydation
ma/kg contamination
Produits d’ oxydation Selon la matiere  Auto-oxydation -Instabilité organol eptique
premiére -couleur, odeurs
Décoloration Pigments De I'ordre de 10 Congtituants naturels -couleur
mg/kg -instabilité organol eptique
Décirage Cires De I'ordre de 100  Constituants naturels Aspect trouble
mg/kg
Désodorisation Contaminants De I'ordre de 10 Contamination Hygiéne alimentaire
mg par tonne
Composés volatils <0.1% Naturel Auto-oxydation Odeur, gout

Parmi les éapes de raffinage, la neutralisation chimique est |’ opération générant le

plus de sous produits (pates de neutralisation, effluents agueux) dont le re-traitement est

colteux. Le raffinage physique est alors une alternative au traitement chimique. Cependant les

4
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conditions drastiques de ce dernier traitement ne conviennent pas pour les huiles présentant

une instabilité thermique (Pagés-X atart-Parés, 2008).

Ces étapes permettent d’ obtenir des huiles stables et de golt neutre. Cependant, il
existe paralledlement une perte en antioxydants (vitamine E, caroténoides et polyphénol)
(Lecerf, 2011).

1.2. Huilede palme

Le genre Elaas comprend deux espéeces. La premiere est Elads guineensis Jacq ou
Eléis de Guinée ou encore Palmier a huile qui est originaire de I’ ouest d'Afrique (Kalyana et
al., 2003). La seconde espece est Elads oleifera (Kunth) Cortés, elle est dorigine sud-
américaine et est considérée comme espéce sauvage (Jacquemard, 2012).

L'huile de palme est une huile végétale extraite du mésocarpe mdri des fruits du
pamier a huile (Elaeis guineensis) par pression a chaud. Elle ne doit pas étre confondue avec
I'huile de palmiste extraite du noyau des fruits. Elle est de nature solide sous nos latitudes, on

parle donc également de graisse concrete.

1.2.1. Caractéristiques physiques et composition biochimique

L’ huile de palme est de couleur rouge apres extraction car elle contient une teneur
importante en caroténoides. Ceci nécessite un raffinage avant utilisation en industrie
agroalimentaire, car comportant de nombreuses impuretés (Albano, 2002).

Apres raffinage, I huile de palme brute contient quasiment 100% de lipides sous forme
de triglycérides (Kayana et al., 2003). Les acides gras qui composent ces triglycérides sont
pour 50%, des acides gras saturés et 50% des acides gras insaturés. Celle ci est utilisée pour
la cuisson, la friture et comme source de vitamine E (600 a 1000 ppm) (Ogan et al., 2015), de
Coenzyme Q10 (ubiquinone) (18-25 ppm) et stérols (325-365 ppm) (Tyagi et Vasishtha,
1996). L'industrie agroalimentaire utilise environ 90% d'huile de pame, tandis que les 10%
restants trouvent une application dans le secteur du savon et de la fabrication oléochimique
(Ogan et al., 2015).

Parmi les acides gras saturés, |'acide palmitique est majoritaire. En ce qui concerne les
acides gras insaturés, ils sont surtout dominés par I'acide oléque. Une faible partie constitue
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les acides gras essentiels avec moins de 0,5% d'acide a-linolénique et de 9 a 12% d'acide

linoléique (Lecerf, 2011).

Lors de I'extraction de I'huile a partir du mésocarpe, les triglycerides hydrophobes
attirent d'autres composants cellulaires liposolubles dans I'huile ou la graisse (Kalyana et al.,
2003). Les congtituants mineurs peuvent étre divisés en deux groupes: Le premier est
constitué de dérivés d'acides gras, tels que les glycérides partiels, les phosphatides, les esters
et les stérols. Le deuxieme comprend des classes de composés qui ne sont pas chimiguement
apparentés aux acides gras. Il sagit des hydrocarbures, des acools aliphatiques, des stérols
libres et des tocophérols (Ogan et al., 2015).

1.3.Lesoja
1.3.1. Caractéristiques botaniques et composition biochimique

Le soja, espece Glycine max (L.) Merill, est une plante herbacée annuelle, velue,
appartenant a I’ ordre des Fabales, famille des Légumineuses, sous-famille des Fabacées (ou
Papilionacées), tribu des Phaseoleae, genre Glycine L. Le soja possede un port végétatif et un
appareil reproducteur caractéristique de lafamille des Fabacées (Delaveau, 2003 ; Doré et al.,
2006).

Le soja est avant tout une production agricole a intérét industrielle. 1l est cultive pour
I"huile et les protéines qu’il fournit. Une alimentation a base de soja est pauvre en acides gras
saturés et en cholestérol et fournit moins de calories gu’ une alimentation a base de viandes et
de produits laitiers (Hubert, 2006).

Latrituration consiste a trier, décortiquer, nettoyer, broyer, cuire les graines de soja et
extraire I’huile a I’ aide de I’ hexane comme solvant. Ce solvant volatil sera séparé de I’ huile

brute et qui serarécupérée par la suite (Colot et Louis, 2012).

L’ opération de raffinage de I’ huile de soja vierge permet de recueillir la Iécithine de
soja. Cette opération a pour objectif principal de maintenir ou améiorer les caracteres
organoleptiques et la stabilité des corps gras e comprend différentes étapes
Démucilagination, désacidification, décoloration et désodorisation. L’huile obtenue a une
flaveur neutre et une coloration peu intense (Cahuzac, 2010). Cependant, ce raffinage induit
paraléement une perte plus ou moins importante en composés ayant un intérét biologique
tels que la vitamine E, les phytostérols et les polyphénols (Lecerf, 2011). Apres raffinage,
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cette huile peut étre utilisée dans I’ alimentation parentérale car elle est calorique et contient
des acides gras essentiels (Chatenet, 2007).

L’ huile de soja est une huile digeste de grande qualité qui possede des composés
bioactifs tel la vitamine E et les phytostérols. Mais des acides gras essentiels polyinsaturés
totalisant 54 a 72 % des lipides totaux (Lecerf, 2011). Parmi eux, les acides linoléques
(oméga 6) et a-linolénique (oméga 3), principaux acides gras essentiels a I’organisme car non
synthétisés par |’ organismes (Biesalski et al., 2010). Le pourcentage en acide a-linolénique
est significatif (Cahuzac, 2010), tandis que les acides gras saturés et mono-insaturés sont
moindre (Lecerf, 1995).

1.4. Letournesol
|.4.1. Caractéristiques botaniques et composition biochimique

Le tournesol (Helianthus annuus Linnaeus) est une plante oléagineuse annuelle, du
genre Helianthus (du grec Helios pour le soleil et Anthos pour fleur) annuus, appartient aux
dicotylédones, famille des Astéracées. La domestication a été réalisée dans la région de
Mexico par les Azteques vers 2600 av. J.C. Cette plante est cultivée pour la richesse de ses
graines en huile ainsi que sateneur élevé en proténes (Lentz, et al., 2008 ; Proléa, 2007).

Le tournesol est actuellement essentiellement cultiveé pour sa graine. La quasi-totalité
des graines de tournesol produites sont triturée dans les huileries pour la production de I’ huile.
Cdle-ci lui apporte sa plus grande valeur gjoutée puisgu’ elle représente jusqu’a 80 % de sa
valeur économique (Proléa, 2006).

Les procédés industriels de trituration des graines et de raffinage des huiles de
tournesol s enchainent d'abord par la préparation des graines et leur pressage pour |’ obtention
d’ une huile brute de pression et d'un tourteau gras. Les opérations de prétraitement des
graines (nettoyage, séchage, décorticage dans certains cas, broyage-aplatissage et cuisson)
sont destinées a optimiser le rendement d expression de |"huile. L huile résiduelle contenue
dans les tourteaux gras est extraite par |'hexane. Cette huile brute obtenue nécessite un
raffinage avant consommation afin d’ é@iminer les composés phosphorés, les produits
d’ hydrolyse et les produits colorés ainsi que d’ autres composés qui peuvent nuire la qualité de
I” huile (Evon, 2008).
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2. Généralités sur les huiles essentidles
2.1. Définition

Selon AFNOR et 1SO : « I'huile essentielle est le produit obtenu a partir d’ une
matiere premiére d’ origine végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des procédés
meécaniques a partir de I’épicarpe frais de certains agrumes, soit par distillation. L’ huile
essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques » (1SO, 1997,
AFNOR, 2000).

2.2. Caractéristiques et propriétés physiques

Les huiles essentielles sont constituées de molécules aromatiques de tres faible masse
moléculaire (Degryse et al., 2008). Elles sont tres inflammables et trés odorantes. Exposees a
I'air, les huiles essentielles se volatilisent. Elles ne sont que trés peu solubles ou pas dans |’ eau
et soluble dans les solvants, et sont parfois colorées (Bruneton, 1999; Rhayour, 2002). Les
huiles essentielles, constituées des mélanges complexes de composés organiques, possedent
des structures et des fonctions chimiques trés diverses (Lahlou, 2004). Ces constituants
appartiennent, de facon quasi exclusive, a deux groupes : le groupe des terpénoides
(isopréniques, monoterpenes, sesquiterpenes, diterpenes et triterpénes) d’ une part et le groupe
des composés aromatiques dérivés du phénylpropane, beaucoup moins fréquents, d’ autre part
(Bowles, 2003; Chami, 2005; Clarke, 2008; Baser et Buchbauer, 2010).

2.3. Méthodes d’ extraction

Il existe plusieurs méthodes dextraction des huiles essentielles mais, selon la
définition de I'’AFNOR et I'I1SO, les méthodes utilisées pour extraire les huiles essentielles
sont : I'hydrodistillation (en anglais « hydro distillation ») ou le matériel végétal a extraire est
en contact direct avec I'eau en ébullition (Bruneton, 1999; Baser et Buchbauer, 2010) et
I’expression afroid qui est réservé surtout aux agrumes (Lesley, 1996).

e Hydrodistillation

Letableau Il et lafigure 1 résument le principe de I’ extraction des huiles essentielles
par technique d’ hydrodistillation (Chalchat et al., 1997).
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Tableau Il : principe de I’ extraction des huiles essentielles par technique d’ hydrodistillation

Technique Hydrodistillation

Principe Immersion du végétal dans un aambic rempli d'eau qui est ensuite porté a
ébullition

Séparation Séparation par différence de densité

Inconvénients lacalcination du matériel végétal, la modification de I’ odeur, de la couleur et de la
composition de I’ huile essentielle
utilisée dans le cas des huiles essentielles dont les constituants chimiques sont
thermorési stants.

Spécificité Utilisé pour les huiles essentielles extraites a partir des feuilles, des fleurs fraiches

Ou Séchées.

Figure 1: Schéma d'un dispositif d'hydrodistillation des huiles essentielles (Hernandez-
Ochoa, 2005)

2.4. Composition chimique des huiles essentielles
Le nombre de composants isolés au sein des huiles essentielles est d’ environ un millier
(Belaiche, 1979).

2.4.1. Terpénoides

Appelés auss terpenes, ils sont les principaux composants des huiles essentielles. Les
terpenes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte formule
brute (CsHs) (Hellal, 2011). La formule brute de ses hydrocarbures terpéniques est (C5Hx)n
dont le x est variable en fonction du degré d'instauration de la molécule et n peut prendre des
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valeurs (1-8) sauf pour les polyterpenes qui peut atteindre plus de 100 (Loomis et Croteau,
1980).

Selon le nombre d'unité associées, on les classe en : hémi-(Cs), mono-(Cio), sesqui-
(C1s), di-(Coo), tri(Cao), tétra-(Cao) terpénes et polyterpénes. Ces unités isopréniques se lient
entre elles le plus souvent par des liaisons dites réguliéres de type téte-queue (Teissiere,
1991). Les huiles essentielles contiennent surtout des monoterpénes (Cio), Sesquiterpénes
(Css) et plus rarement des diterpénes (Coo). Les terpénes les plus rencontrés dans les huiles
essentielles sont les terpéenes les plus volatils comme les mono et les sesquiterpenes (Finar,
1994).

2.4.1.1. Monoter penes

Plus de 900 monoterpénes connus se trouvent principalement dans 3 catégories
structurelles : les monoterpénes linéaires (acyclique) (exp : le géranyl pyrophosphate (GPP)),
les monoterpenes avec un cycle unique (monocycliques) (exp : le néryl pyrophosphate (NPP)
ou du géranyl pyrophosphate (GPP)). Les composés avec deux cycles (bicycliques) résultent
d'une fusion typique téte-a-queue des unités d'isopréne qui se trouvent dans un grand nombre
des huiles essentielles (Loomis et Croteau , 1980).

2.4.1.2. Sesquiter pénes

Cest la classe la plus diversifiée des terpenes puisqu'ele contient plus de 3000
molécules. Les sesquiterpenes se divisent en plusieurs catégories structurelles, acycliques,

monocycliques, bicycliques, tricycliques, polycycliques (Loomis et Croteau, 1980).

2.5. Huiles essentielles de la présente étude

Le tableau 1l résume les différentes propriétés des huiles essentielles étudiées comme

I’ origine botanique, utilisation et la partie contenant I’ huile essentielle.

10
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Tableau |11 : Différentes huiles essentielles des plantes étudi ées.

Origine botanique Digtillé Partie contenant HE Utilisation

Citruslimon (L.) Burmf.» Huile de petitgrain de Fleurs, péricarpe, feuille, Usage pharmaceutique,
citron brindilles avec quelques fois cosmétique, alimentaire,

Citrus sinensis (L.) Osbeck, Huile d orange douce
Citrus djalonis A.

Chevalier

Citrus reticulate Blanco Huile de petitgrain de
syn. Citrusnobilis Andrews mandarine

Huile essentielle de

Mentha x piperita menthe poivrée

Clou de girofle  Syzygium Huiles de clou de
aromaticum ou Eugenia girofle

caryophyllus

des petits fruits verts

Péricarpe, zeste

Fleurs, péricarpe, feuilles,
brindilles avec quelques fois
des petits fruits verts

Extraite des parties

aériennes récoltées

Clous de girofle (bouttons)

antibactérien et antioxydant
Antiseptique,arome  alimentaire,

cosmétique

Usage pharmaceutique,
cosmétique et alimentaire.

Usage pharmaceutique,
cosmétique, culinaire et industrie
alimentaire.
Parfumerie, industrie cosmétique,
pharmaceutique antibactérien et
antioxydant

2.6. Analysesdes huiles essentielles et criteresde qualité

La chromatographique en phase gazeuse GC et la chromatographique en phase

gazeuse coupl ée a la spectroscopie de masse GC/M S sont, de nos jours, les techniques les plus
employées pour la caractérisation, quantification et identification des huiles essentielles
(Marriott et al., 2001; Bourkhiss et al., 2007). Elles permettent également la recherche
d’ éventuelles traces de produits indésirables tels que les pesticides ou les produits chimiques
de contamination (Renata et al., 2006 ; Baser et Buchbauer, 2010).

2.6.1. Chromatographie en phase gazeuse (GC)

C'est de loin la technique la plus utilisée pour les huiles essentielles pour I’analyse
guantitative. Elle s applique a des échantillons gazeux. La phase mobile est un gaz (hélium,
azote, argon ou hydrogéne). Son principe est basé sur la séparation des différents solutés
gazeux par migration différentille le long de la phase stationnaire. On parle de
chromatographie gaz-liquide s la phase stationnaire est un liquide non ou peu volatil,
possedant des propriétés de solvant vis-a-vis des composés a separer. Si la phase stationnaire
est un solide absorbant (silice), on parle plutét de chromatographie gaz-solide (Audigie et al,
1995).

11
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2.6.2. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CPG/SM)

Le principe de cette méhode consiste a transférer par la phase mobile les composés
separés par GC dans le spectrométre de masse ou ils sont soumis a une fragmentation en ions,
de masses variables dont |a séparation sera fonction de leur masse. Le spectre d’ un pic
inconnu trouvé est identifié par comparaison avec une ou plusieurs librairies de référence a
condition que la similitude des spectres, inconnus et référence, soit suffisante et que les
indices de rétention soient identiques, dans des conditions opératoires comparables (Desjobert
et al., 1997; Bruneton, 1999).

3. Problématique d’ oxydation

L’éendue de l'oxydation a comme conséguence la détérioration compléete des
aliments. La dégradation oxydative des constituants de nature lipidique de nos aiments
présente des inconvénients a la fois sur le plans organoleptique, nutritionnel, fonctionnel,
économique et hygiénique (Jeantet et al., 2006 ; Nessrien et Mohamed, 2007; Rashid et al.,
2010). La lutte contre I’ oxydation des lipides représente donc un probléme considérable pour
les agro-industries. Pour ralentir I’oxydation des lipides, deux voies sont envisageables :
réduire les facteurs favorables a cette oxydation et/ou choisir un réactif qui ralentit
I’oxydation : c'est le role de I’ antioxydant (Jeantet et al., 2006). Ce dernier est défini comme
une substance qui, a de faibles concentrations comparées a celles des substrats oxydables,
prévient significativement ou retarde l'initiation du processus doxydation (Beirdo et
Bernardo-gil, 2006).

Un antioxydant est défini ainsi comme une substance qui, gjoutée a faible dose a un
produit naturellement oxydable a I'air, est capable de raentir ou d’ inhiber le phénomene
d’ oxydation. Ils agissent en formant des produits finis non radicaux, d’ autres en interrompant
la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical d’acide gras
avant que celui-ci ne puisse réagir avec un nouvel acide gras, tandis que d’ autres antioxydants
absorbent |’ énergie excédentaire de I’oxygeéne singlet pour la transformer en chaleur. En
méme temps, les antioxydants arrétent la réaction, en raison de la stabilité de la structure des
antioxydants (Haton, 2005).

12
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3.1. Radicaux libres

3.1.1. Dé&finition

L’ oxygene est un éément essentiel pour les organismes multicellulaires mais nos
cellules convertissent une partie de cet oxygene en métabolites toxiques, nommés radicaux
libres organiques (Meziti, 2009). Selon la définition proposée par Halliwell et Gutteridge,
(1999), les radicaux libres sont des espéces capables d exister de maniéere indépendante,
contenant un ou plusieurs éectrons non appariées dits éectrons cdlibataires, ces radicaux
peuvent se former par transferts mono-électroniques ou par scission homolytique de liaison

covaente.

Les radicaux libres peuvent étre réducteurs ou oxydants du fait de leur instabilité
énergétigue. Ils ont tendance a revenir immédiatement a un état stable en jouant le role
d accepteur ou de donneur d'éectrons, les radicaux libres ont donc la propriété d étre
extrémement réactifs vis-avis des autres molécules, possédant un temps de demi-vie
extrémement court (de nanoseconde a la milliseconde) (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Il est
important de signaler que tous les radicaux libres ne sont pas forcément des oxydants. De
méme que, tous les oxydants ne sont pas des radicaux libres (Diallo, 2005).

Les radicaux libres sont trés instables par leur configuration électronique et leur durée
de vie est tres courte (de 4 210 S). Les radicaux libres peuvent étres soit d’ origine endogene
libre (Pincemail, 2002 ; Vako et al., 2006) ou d’ origine exogene (Favier, 2003).

3.1.2. Espéeces oxygeneesréactives

Les espéces oxygénées réactives (EOR) font partie des radicaux libres et sont dotées
des propriétés oxydantes qui les amenent a réagir, dans I’environnement ou elles sont
produites, avec toute une série de substrats biologiques. Ils sont considérés comme des agents
toxiques responsables de dysfonctions et de mort cellulaires. Il est actuellement admis que les
EOR sont de véritables messagers secondaires impliqués dans I expression et larégulation des
fonctions de prolifération et de mort cellulaire. De plus, ils sont des médiateurs
inflammatoires impliqués dans diverses pathologies neurodégenératives ou vasculaires telles

gue |’ athérosclérose ou |I” hypertension (Dhalla et al., 2000).
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1. Matérie végétal
1.1. Huiles essentielles

Les huiles essentielles utilisées sont des huiles certifiées selon le label agriculture
biologique (FR-BIO-01), obtenues par le procédé d hydrodistillation et destinées a des fins
alimentaires. Les extraits des huiles essentielles ont été conservés dans des flacons ambrés. 11

S agit des espéces végétales suivantes :

L’ huile essentielle de citron (Citrus limonumL).
L’ huile essentielle d’ orange douce (Citrus sinensisL).
L’ huile essentielle de mandarine (Citrus reticul ata).

L’ huile essentielle de menthe poivrée (Mentha piperita).

AN N NN

L’ huile essentielle de girofle (Eugenia caryophylilus).
1.2. Huiles végétales

Les huiles végétales utilisées dans le présent travail ont été généreusement fournis par
les entreprises agroalimentaires CEVITAL SPA (tournesol) et CO.G.B SPA (huile de pame
et huile de soja). Ces huiles sont issues de la sorties de la désodorisation, étape importante du
raffinage des huiles végétales, qui permet I’ obtention des huiles aves des indices de peroxyde
relativement bas. Un mélange de ces trois huiles a été constitué avec les proportions (2 :1:1,
m/m/m) qui correspondent respectivement al’ huile de soja (2X), huile de palme (1X) et huile

de tournesol (2X).
2. Caractérisation des huiles essentielles

2.1. Détermination de I’activité antioxydante (anti-radicalaire) par le test au DPPH" :

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle fut I'un des premiers radicaux
libres utilisés pour étudier la relation structure-activité antioxydante des composés
phénoliques (Brand-williams et al., 1995).

2.1.1. Principe

La réduction du radical libre DPPH par un antioxydant peut étre suivie par

spectrométrie UV- Visible, en mesurant la diminution de I’ absorbance a 517 nm provoquée
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par les antioxydants (Molyneux, 2004). En présence des piégeurs de radicaux libres, le 2.2
Diphenyl -1- picryl hydrazyl de couleur violette es réduit en 2.2 Diphenyl -1-picryl hydrazine
de couleur jaune (Maataoui et al., 2006).

2.1.2. Protocol expérimental

L’ activité du piégeage du radica DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par
Lopes-lutz et al, (2008).

v 50ul de I’échantillon sont gjoutés a 1,95 ml de la solution méthanolique du
radical DPPH (0,025g/1) ;

v' Pardlélement, un témoin négatif est préparé en mélangeant 50ul de méthanol
avec 1,95 ml de la solution méthanolique de radical DPPH ;

v' La lecture de I'absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque
concentration a 517nm aprés 30 min dincubation a |'obscurité et a la

température ambiante.

2.1.3. Expression desrésultats
Les résultats sont exprimés en tant qu’ activité antiradicalaire (AAR%) ou pourcentage

d’inhibition des radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisant laformule suivante:

| % = [(ADS controle nagatit— ADSEchantiion)/ ADS contréle negatit] X 100

| % : Pourcentage de I’ activité antiradicalaire (AAR%).
ADbS Echantition : Absorbance de I’ échantillon.

ADS contrale negatit : Absorbance du contrdle négatif.

2.2. Mesuredel’activité scavenging du radical cationique ABTS
2.2.1. Principe

Cette méthode est basée sur la capacité des composés a pieger le radical-cation
ABTS'*, (sel d ammonium de I’ acide 2,2 —azinobis3-éthylebenzothiazoline-6-sulfonique). Le
radical est formé par oxydation de I’ ABTS de coloration bleue avec différents composes. Le
compose a tester est gjouté au radical préformé, |’ absorbance résiduelle du radical ABTS est
mesurée a 734 nm apres 1, 4 ou 6 minute(s).
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Le radica ABTS™ est formé par arrachement d'un électron a un atome d’azote de

I’ABTS. En présence d'un antioxydant donneur de H’, le radical d azote concerné piege un

H*, conduisant al’ ABTS', ce que entraine la décoloration de la solution (Re et al., 1998).

2.2.2 Protocol expérimental

v

Selon (Rice-Evans et al., 1997) a une solution d ABTS dans I’eau 7 mM est goutée
une solution de persulfate de potassium a 2.45 mM pour obtenir une concentration
final de3.5mM ;

Le mélange est agité a |’ obscurité et toute la nuit a température ambiante pour former
leradical cation ABTS™™;

Avant utilisation, la solution est diluée pour obtenir une absorbance voisine de 0.70 a
734 nm. En effet, la réaction est toujours incompléte, elle commence immédiatement
mais ne se stabilise qu’ apres 12 heures au minimum ;

La solution obtenue est stable lorsqu’elle est conservée a I’abri de la lumiére et a la
température ambiante ;

L’ activité antioxydante est mesurée par addition de 20 pl de chaque extrait avec une
solution diluée deradical ABTS™ (2ml) ;

L’ absorbance est mesurée a 734 nm apres 5 minutes d’ incubation al’ obscurité ;

2.2.3. Expression desrésultats

L’ activité des extraits est exprimée par le calcul du pourcentage d’inhibition en

utilisant laformule suivante ;

| % = [(ADS controle négatit — ADS Echantilion) / ADS contrale negatif] X 100

| %: Pourcentage de I’ activité antiradicalaire (AAR%).
ADbs Echantilion : Absorbance de I’ échantillon.

ADS contrale negatit : Absorbance du contrdle négatif.

2.3. Pouvoir réducteur

2.2.1. Principe

Le principe repose sur le fait que la présence d’'un composé réducteur dans les

échantillons entraine la réduction du Fe* présent dans le ferricyanure de potassium en forme
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ferreuse Fe™?, celle-ci se traduit par le virage de la couleur jaune du ferricyanure de potassium

vers la couleur bleue verte dont I’ intensité dépend du pouvoir réducteur (Moreira et al, 2008).

2.3.2. Protocol expérimental
v Le pouvoir réducteur a été estimé selon la méthode de Gulcin et al. (2002) ;
v" Un volume de 250ul de I’ huile essentielle est additionné d’un méme volume de
tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et de ferricyanure de potassium (1%) ;
v’ Aprés incubation a 50°C pendant 20 min, 250ul d’acide trichloracétique (10%),
Iml d'eau distillée et 200ul de chlorure ferrique (0.1%) sont gjoutés au mélange
obtenu ;

v’ L’ absorbance est mesurée a 700 nm aprés 15 min d’incubation al’ obscurité.

2.3.3. Expression desrésultats

Le pouvoir réducteur de I’huile essentielle peut étre déterminé en se référant a une
courbe d'étalonnage: en utilisant I'acide ascorbique (vitamine C) comme standard de
référence et le résultat est exprimée en mg EAA/ ml del’ huile essentielle ou exprimé en terme
d’ absorbance a 700 nm (Singh et al., (2011).

3. Caractérisation de I'huile essentielle par chromatographie en phase

gazeuse (CPG) couplée ala spéctrométrie de masse (SM)

Le protocole réalisé pour I’identification est celui rapporté par Chikhoune et al., 2016.
L’identification GC-MS est réadisée en préparant une solution de 1% (v/v) de I'huile
essentielle dans I’ hexane. Des standards de terpénes aussi ont été préparés a une concentration
de 200 ppm. Un ultra Gas Chromatograph Thermo Trace GC équipé d’ une colonne capillaire
de silice AZB-5HT (20mX 0.18mm X 0.18 pum), couplé a un spectromeétre de masse Thermo
DSQ II. Le programme température est de 5 °C.min! jusgu'a 260 °C maintenu pendant 1
min. L helium est utilisé comme gaz vecteur (0.6 ml.min™t), injection en mode split (1 :25) et
la température de I'injecteur est de 280°C. Le spectrometre de masse en mode EI a 70 eV.
L’identification des composes est basée sur le matching des spectres de masse avec ceux dela
spectrothéque NIST (NISTMS Search 2.2.2005) ainsi que la comparaison de leurs indices de
rétention & partir des indices de la base de données NIST. Les indices de rétention sont

caculés sdlon laformule de Van Den Dool et Kratz.
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4. Caractérisation des huiles végétales

4.1. Teneur en eau (Humidité)

L’ humidité est exprimée par la perte de masse d'une huile qui a subi un chauffage a
103 £ 2 °C dans les conditions spécifiques. Elle est déterminée selon lanorme NE 1. 2-47,
1985.

4.1.1. Principe
Détermination sur une gquantité d’ huile séchée dans une étuve réglée a une température
de 103 + 2 °C, jusgu’ a obtention d'un poids constant. En effet sous I’ effet de la chaleur, I’ eau

ainsi que les matieres volatiles s évaporent.

4.1.2. Protocole expérimental
v Peser un bécher vide (P1) et le poidsdelaprised essai (P2) ;
v' Déposer sur une plaque chauffante, en agitant soigneusement de temps a autre afin
d‘eviter laformation des gouttel ettes d’ eau aux parois du bécher ;
v' Laisser refroidir dans un dessicateur ;
v Aprés refroidissement on pése le bécher qui contient |échantillon, ce qui donne un
poidsfina (P).

4.1.3. Expression desrésultats
Lateneur en eau est déterminée par laformule suivante :

(P1+P2)—P
%k

100
P2

H (%) =

Ou:

H (%) : humidité exprimée en pourcentage massique ;

P1: poids du bécher vide en gramme (g) ;

P2 : poids delaprise d'essai en grammes (g) ;

P : poids du bécher contenant |* échantillon apres chauffage en gramme (g).

18



Matériel et méthodes

4.2. Détermination du point de fusion

Il est défini comme la température a laquelle une colonne de graisse placée dans un
tube capillaire ouvert commence a se déplacer dans les conditions opératoires. Ce paramétre
est déterminé selon lanorme NE. 1. 2.91, 1988.

4.2.1. Principe

Il est basé sur I'immersion d’ un tube capillaire, contenant une colonne d’un corps gras
cristallisé dans des conditions contrélées, a une profondeur spécifiée dans de I’eau dont la
température augmente a une vitesse donnée. Enregistrement de la température a laquelle la

colonne commence a se déplacer dans le tube capillaire.
4.2.2. Mode opératoire

v' Mettre au réfrigérateur (10 a 15 min) deux tubes capillaires contenant une colonne
d huile éudiée jusqu'a solidification ;

v Fixer les deux capillaires a un thermométre a I’aide d’ une bague en caoutchouc et
veiller a ce que la partie basse des tubes soit au méme niveau que le fond de la bille
de mercure du thermométre ;

v' Apréslafixation, onimmerge |’ ensemble environ trois fois le volume de I’ échantillon
dans un bécher rempli d eau osmosée froide, ensuite le milieu est chauffé lentement
(0.5°C/min) dansun bain Marie;

v' Dés que la colonne d huile commence a se déplacer vers le haut dans le tube

capillaire on enregistre la température.
4.2.3. Expression desrésultats
Latempérature enregistrée est définie comme le point de fusion de I’ huile exprimée en °C.
4.3. Détermination del’indice de peroxyde

[l donne une évaluation sur la quantité de peroxydes présents dans un corps gras. Il est
aussi le nombre de milliéguivalents d’ oxygene actif contenus dans un gramme (g) de produit
gui oxyde I'iodure de potassium dans les conditions de travail décrites. Il est déterminé selon
lanorme (NE-1-2-50-1985).
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4.3.1. Principe

La prise d'essai en solution dans un mélange d'acide acétique et chloroforme est
traitée par une solution d’iodure de potassium. L’iode libéré est titré avec une solution de

thiosul fate de sodium.
4.3.2. Mode opératoire

v' 2 g d'huile est mise en solution avec 10 ml de chloroforme, 15 ml d'acide
acétique, et 1 ml d'une solution saturée d'iodure de potassium sont gjouté ;

v' Agiter le mélange pendant une minute ;

(\

Laisser pendant 5 minutes al’ obscurité ;

v' Aprés 5 minutes, 75 ml d'eau distillé est gjoutés et I'iode libéré est titré par
une solution de thiosulfate de sodium a 0.002N en présence dempois
d amidon comme indicateur ;

v Un témoin est réaisé dans les mémes conditions.

4.3.3. Expression desrésultats
L’indice de peroxyde (IP) est exprimé en milliéquivaent d oxygene actif par

kilogramme d’huile végétal selon laformule

IP (megO2/kg) =N * (V1-V0)* 100/m

I P : indice de peroxyde exprimé en milliéquivalent gramme par kilogramme.

Vo : volume en ml de la solution de thiosulfate de sodium pour I’ essai a blanc.

V1 : volume en ml de la solution de thiosulfate de sodium utilisé pour I’ échantillon.
N : normalité de la solution de thiosulfate de sodium 0.002N.

M : massedelaprise d essai.

4.4. Déter mination del’acidité

L’acidité est considérée comme le degré ou le pourcentage d'acides gras libres,
exprimée conventionnellement en acide oléique. Elle est déerminée selon la norme
(NE.1.2.43.1985).
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4.4.1. Principe

Son principe est basé sur la mise en solution d’ une quantité de matiere grasse dans de
I”éthanol chaud, puis titrage des acides gras libres avec une solution aqueuse d' hydroxyde de

sodium ou de potassium en présence d’ un indicateur coloré phénolphtaléne.
4.4.2. Mode opératoire

v Prépare dans un erlenmayer une solution de 75 ml d’acool neutralisé (éthanol
et quelque gouttes de phénol phtaléine neutralisé par une solution d’ hydroxyde
de sodium jusqu'a apparition d’ une coloration rose) ;

v" Ajouter 10 g de I’ huile a analyser et chauffer sur une plaque chauffante jusqu’a
dissolution del’huile;

v Titrer en agitant avec une solution d’hydroxyde de sodium a 0.1N jusgu'a

I” obtention d’ une couleur rose persistante quel que seconde.

4.4.3. Expression desrésultats

L’ acidité est déterminée selon laformule suivante :

__ Nx*V=xEq,
A%——PE 10

A% : L’acidité en pourcentage
N : Normalité de NaOH

V : Volume en ml de NaOH

PE : poidsen g delaprise d’ essa

Eq : equivalent gramme de |’ acide oléique qui est égale a282 g.

4.5. Détermination dela couleur

La couleur d' un éément est en général liée a sa maturité ou a un mauvais stockage ou
entreposage ainsi qu’ un début de détérioration de la qualité du produit. L’ appareil utilisé pour
la détermination de la couleur est un colorimétre appelé « LOVIBOND ». La couleur est
déterminée selon lanorme (NE-1.2-364-, 1989).

45.1. Principe
Son principe consiste a faire une comparaison entre la couleur de la lumiére qui est

transmise a travers une couche de graisse liquide et 1a couleur de la lumiéere provenant de la
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méme source transmise a travers les lames colorées standardisées, constituées de trois

couleurs qui sont le Jaune (J), le Rouge (R) et le Bleu (B).

4.5.2. Mode opératoire
v Lagraisse liquide est chauffée pour homogénéiser ;
v' Mettre I’ échantillon dans une cellule a un pouce ou cing pouces ;
v Lalecture se fait par le réglage de deux faces jusqu’a I’ obtention de la méme couleur
des deux cotés.
4.5.3. Expression desrésultats
Les résultats s exprime en terme de nombre d’ unités jaune, rouge et bleu nécessaires
afin d' obtenir la couleur correspondante.
4.6. La dégustation
L’ huile sortant du désodoriseur est dégustée par un technicien du laboratoire, aprés

avoir éérefroidie afin de déterminer son godt et son odeur.

1. Evaluation de la stabilité oxydative du mélange des huiles végétales

étudiées par letest devieillissement dans |’ éuve ou test de Shaal

1. Principe

Son principe consiste & suivre I’ oxydation du mélange des huiles étudiées dans une
étuve réglée a 60 °C. L’oxydation est étudiée par une cinétique d oxydation basée sur la
mesure de I'indice de peroxyde sur des prélévements faits chaque trois jour pendant une

période de 24 jours.

2. Mode opératoire

v' Préparation du mélange d'huiles végétales selon les proportions décrites
précédemment ;

v Incorporation des huiles essentielles araison de deux concentrations : 100 ppm et 900
ppm pour 100 g de mélange d’ huile ;

v Disposition des huiles végétales incorporées des huiles essentielles aux concentrations
précédentes dans des flacons étiquetés selon |"huile essentielle utilisée et le jour de
I'analyse;

v" Mise des flacons dans une éuve réglée a60 °C ;
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v" Mesure deI’indice de peroxyde chaque trois jour pour une période de 24 jours.

3. Expression desrésultats
Les résultats sont exprimés en mesurant I’indice de peroxyde en utilisant le protocole

cité dans4.3.
1. Détermination des taux de solide SFC (Solid Fat Content) par

r ésonnance magnétique nucléaire (RMN)

Lateneur en corps gras solides est déterminée al’ aide d’ un spectrométre de résonance
magneétique nucléaire (RMN) pulcée basse résolution, de type (minisquec mg 20, Germany).
Cest une méthode rapide et non destructrice qui permet de connaitre les propriétés
rhéologique d’ une graisse (NF EN SO 8292 T60-250, 1995).

L’ échantillon est tempéré dans un état stable a une température spécifique et ensuite
chauffé et stabilise alatempérature de mesure. Les températures de mesure sont : 0 °C, 10 °C,
20 °C, 30°C, 40 °C. Apres équilibrage éectromagnétique dans le champ magnétique statique
du spectrometre RMN et I’ application d’une impulsion de radiofréquence a 90 °, le signal de
décroissance de magnétisation des protons dans la phase liquide uniguement est mesuré et les
corps gras solides sont calculés en référence a un échantillon étalon constitué entiérement de

corps gras liquide.

La méthode dite standard consiste a faire préparer des tubes d’ échantillons d’ huiles
bien mélangés, ces tubes doivent étre remplis & hauteur de 3 cm ensuite bien essuyé. Apres on
procede a des incubations: 60 min a0 °C, 15 min a10°C, 20°C, 30°C et 40°C. Aprés 15 min,
la lecture est faite pour chaque température. Les résultats sont donnés par le logiciel de

I"appareil en pourcentage de solide.
V. Analyse statistique

Les composés anal ysés et |es paramétres rapportés sont évalué en deux ou trois essais.
L’ analyse statistique des données a été réalisée par une analyse de la variance (ANOVA) et le
test LSD (least significant difference) avec le logiciel Statistica 7.0 pour montrer |e smesures
qui peuvent étre considérées statistiquement différentes au seuil de signification (p < 0,05). Le

logiciel OriginPro 9 est utilisé pour tracer le graphe des cinétiques d’ oxydation.
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1. Evaluation del’activité antioxydant

L’ activité antioxydante de nos huiles exprime leur capacité a réduire les radicaux libres. Elle
est évaluée par plusieurs méthodes telles que, DPPH, ABTS et pouvoir réducteur.

1.1. Piégeage du radical DPPH

Ce radical libre présente une coloration violette foncée lorsgu’il est piégé par les
antioxydants, il apparait sous sa forme réduite de couleur jaune pale (figure 2) (Soares et al.,
1997 ; Molyneux, 2004).

(2.2 Diphenyl -1- picryl hydrazyl) (2.2 Diphenyl -1-picryl hydrazine)

Figure 2 : Réaction d’ un antioxydant avec le radical DPPH (Molyneux, 2004)

La lecture est effectuée par la mesure de |’ absorbance a 517 nm en la comparant a
plusieurs standards comme I'acide ascorbique, le trolox, BHA (hydroxyanisole butyle) et BHT
(hydrox toluene butyle) Les résultats obtenus sont exprimés en tant qu’ activité antioxydante

oul’inhibition des radicaux libre en pourcentage (1%) en utilisant laformule suivante :

| % = [1 - (AbS Echantillon — Abs Contrdle négatif)] x 100

| %: Pourcentage de I’ activité antiradicalaire (AAR%).
ADS Echantilion : Absorbance de |’ échantillon.
ADS controlenégatit : Absorbance du controle négatif.

Le tableau IV nous montre les différents pourcentages d'inhibition des cing huiles

essentielles ;
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Tableau IV : Valeurs des pourcentages d'inhibition donnés par les huiles essentielles par test
au radical DPPH.

Huile Mandarine Orange douce Citron Menthe poivré Girofle
essentielle
(1%) 3521% +£0.26c 10.90%+0.53e 33.12% + 0.91d 37.25%+ 1.25bb 77.79% + 1.62a

Toute les huiles essentielles ont donné des pourcentages d’inhibition différents |I’un de
I"autre et inférieur aux standard, sauf pour le girofle qui as donné un pourcentage d’inhibition
supérieur a celui du BHT et proche du celui de BHA et I'acide ascorbique. En effet les
pourcentages d’inhibition pour I’ huile essentielle du girofle et les standards BHT, BHA ainsi
gue I’ acide ascorbigque sont de 77.79 % £ 1.62, 57.11 %+ 0.66, 87.46 % + 0.52 et 87.71 % +
0.87 respectivement.

Les pourcentages d’inhibition estimés pour les autres huiles essentielles sont inférieurs
a ceux estimeés pour les standards avec des valeurs de 35.21 % + 0.26, 10.90 % * 0.53, 33.12
% + 0.91 et 37.25 % £ 1.25 pour I’huile essentielle du mandarine, orange douce, citron et
menthe poivrée respectivement, contre des valeurs de 57.11 %+ 0.66, 87.46 % + 0.52 et 87.71
% + 0.87 pour BHT, BHA et |" acide ascorbique respectivement.

D’apres le tableau IV, nous remarquons que |'activité antiradicalaire donnée par
I”huile essentielle du girofle est plus élevée que celle donnée par les autres huiles essentielles.
En effet le pourcentage d’inhibition du girofle est de 77.79 % + 1.6, alors que les valeurs pour
les autres huiles essentielles comme le citron, mandarine, menthe poivrée et |’ orange douce
sont de 33.12 % + 0.91, 35.21 % + 0.26, 37.25 % + 1.25 et 10.90 % + 0.53 respectivement.

Selon Hyang et al. (2000), I’ effet antiradicalaire des huiles essentielles de 34 genres
Citrus, évauée par test DPPH a donné des valeurs comprises entre 17.7 % et 64 %. Ces
valeurs sont supérieures aux valeurs données par nos huiles essentielles du genre Citrus, qui
varient de 10 % a 37.5 %.

D’autres travaux ont été réalisés par Yang et al. (2010) sur I'huile essentielle de
menthe poivrée et du citron. L’ effet antiradicalaire de ces deux huiles essentielles déterminé
par le test du DPPH a donné des valeurs de 57.9 % et48.9 % respectivement. Ces valeurs sont
supérieures a celles trouveées dans notre travail qui sont de 39.81 % et 33.11 % pour la menthe

poivré et le citron respectivement. De méme Singh et al. (2011) qui ont trouvés des

25



Résultats et discussion

pourcentages tres élevés concernant |’ activité antiradicalaire de |”huile essentielle de genre
Mentha piperita Lextrait avec différents solvants et déterminé par le test du DPPH. En effet
les valeurs varient de 70.3% a 92.6 % pour un volume de 1ml d' huile essentielle.

Des études ont étés menés par Jirovetz et al. (2006), sur I'huile essentielle de
girofle.son activité antiradicalaire a été évalué par test DPPH, son pourcentage d'inhibition a
donné une valeur de 91% pour une concentration de 5g par ml. Ce résultat est proche de

résultat trouvé dans notre travail qui de 77.78 %.

1.2. Activité scavenging du radical ABTS
La diminution de la coloration du radical ABTS a donné des absorbances différentes a
734 nm, donc des pourcentages d' inhibition différents cités dansletableau V ;

Tableau V : Valeurs du pourcentage d'inhibition donné par les huiles essentielles par test
ABTS.

Huileessentielle  Mandarine Orange douce Citron M enthe poivré Girofle

I (%) 46.81% +0.75¢c 40.83% +0.83d 4.68%=0.75e 60.30% +2.27b 84.99 % * 0.75a

Apres 5 minutes dincubation et une lecture a 734 nm, nos huiles essentielles ont
donné des pourcentages d’inhibition différents. D’ aprés le tableau V, nous remarquons que
I"huile essentielle du girofle a donné le pourcentage d’inhibition le plus élevé avec une valeur
de 84.99 % £ 0.75 par rapport aux autres huiles essentielles. Les pourcentages d’ inhibition des
huiles essentielles de la menthe poivrée, orange douce et la mandarine ont donné des valeurs
proches qui sont de 60.30 % + 2.27, 40.83 % + 0.83 et 60.30 % + 2.27 respectivement.
Concernant |" huile essentielle du citron, son pourcentage d’inhibition du radical ABTS est tres

faible avec une valeur de 4.68 % + 0.75.

Des travaux ont été menés sur les huiles essentielles extraites des écorces du genre
Citrus. Les pourcentages d’inhibitions évalués par test ABTS sont entre 85 % et 95 %. Ces
valeurs sont supérieures aux valeurs trouvées dans notre travail qui entre 4 % et 45 %.

Yang et al. (2010) ont évalué le pourcentage d'inhibition de I’ huile essentielle de la
menthe poivré. La valeur trouvée éait de 80.6 % qui sont est un pourcentage d’inhibition

supérieur a celui évalué dans notre huile essentielle de menthe poivré.

26



Résultats et discussion

Jirovetz et al. (2006), ont trouvé une valeur de 77.4 % concernant le pourcentage
d’inhibition de I’ huile essentielle du girofle. Ce pourcentage est inférieur a celui trouvé dans

notre travail.
|.3. Pouvoir réducteur

Les résultats du pouvoir réducteur obtenus avec les différentes huiles essentielles

étudiées sont illustrés dans le tableau VI :

Tableau VI : valeurs d activité réductrice des huiles essentielles

Huile Mandarine  Orangedouce Citron Menthepoivré  Girofle
essentielle

Abs (700nm) 0.19+0.04b 0.33+ 0.06b 0.20+ 0.03b 0.30 + 0.06b 2.72 + 0.40a

D’ apres les résultats obtenus, on constate que e pouvoir réducteur est différent d’ une
huile essentielle a une autre. L’ huile essentielle de clou de girofle a montré le plus grand
pouvoir réducteur avec une absorbance de 2.72 + 0.40 & 700 nm suivis par I’ huile essentielle
de menthe poivrée et orange douce avec des absorbances de 0.30 £ 0.06 et 0.33 + 0.06
respectivement. Les huiles essentielles de mandarine et du citron ont données un pouvoir

réducteur proche avec des absorbances de 0.19 + 0.04 et 0.20 + 0.03 respectivement.

Selon ZhiBiao et al, (2008), le pouvoir réducteur de Citrus reticulata a donné une
absorbance de 0.1 a 1.3 & 700 nm pour des concentration de 0 a 100 pg/ml. Ces résultats sont

proches des résultats trouvés dans notre travail.

Kanatt et al. (2007), ont évalué I’ activité antioxydante de la menthe spécialement du
genre Mentha Spicata.L par le pouvoir réducteur. Le protocole a été effectué sur des
concentrations qui varient de 0 a 1000 g / ml. Les absorbances sont mesurées a 700 nm et
les valeurs trouvées sont de 0 a 0.85 pour les différentes concentrations. Ces résultats

confirment les résultats trouvés dans notre travail.

Singh et al, (2011), ont réalisés une extraction avec différents solvants de |’ huile
essentielle de genre Mentha piperita L,puis ils sont évalué son activité antioxydante par le
pouvoir réducteur. Les valeurs trouvées pour les absorbance a 700 nm sont de 0.4 a 0.9 pour
une concentration de 1 ml. Ces absorbances sont supérieurs aux absorbances trouveées pour

notre huile essentielle.
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Gulcin et al. (2012), ont déterminés le pouvoir réducteur de I’huile essentielle de
girofle pour de concentrations de 15 a 45ug/ml. Les vaeurs données & 700 nm varient de 0.7
a 1.8 pour des différentes concentrations. Ces valeurs sont inférieures aux valeurs trouvées

dans notre travail.

Selon Ruberto et Baratta, (2000), la quasi-totalité des composés contenus dans les
huiles essentielles possedent des propriétés antioxydantes, mais leurs activités antioxydantes
différent significativement, les activités antioxydantes des huiles essentielles peuvent varier
en fonction des variations de la composition chimique. L’activité antioxydante d’une huile

essentielle est attribuée principa ement & ses principal es composantes.

2. Caractérisation de I'huile essentielle par chromatographie en phase

gazeuse (CPG) couplée ala spéctrométrie de masse (SM)

Les cing huiles essentielles ont éé analysées par CPG-SM et leurs compositions

chimiques sont présentées dans les tableaux VI et VIII et [X.

Ces résultats ont montré qu’il y a des similitudes qualitatives entres I’ huile essentielle
de la mandarine, citron, orange douce et de la menthe poivrée bien que les quantités soient
différentes. L’ huile de la menthe poivrée montre la composition la plus complexe avec un
nombre plus éevé de congtituants. En effet I’analyse chimique de cette huile a révélé 36
constituants chimiques tandis que I'huile de mandarine contient 23 constituants suivi par

I” huile de citron avec 20 constituants et I huile d’ orange douce avec 16 constituants.

Dans I'huile essentielle de la mandarine, citron et orange douce, le Limonéne qui
représente 82.64%, 86.32 % et 98.77 % respectivement, est le principa composant, il est
suivi dans le cas de I’huile essentielle de la mandarine par y-Terpinene (13.97 %), a- Pinene
(0.99%) et Nopinene (0.55%). Alors que pour |I"huile essentielle du citron, le Limonene est
suivi par le B-Pinene avec une valeur de 6.33 % et le y-Terpinene avec une valeur de 3.80 %.
Dans le cas de I’orange douce il est suivi par B-Mycrene avec une valeur de 0.53 %, a-Pinene

avec une valeur de 0.17 % et Linalol avec une vaeur de 0.13 %.
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Tableau VII : Composition chimique d' huile essentielle de la mandarine, de I’ orange douce

et du citron
Composition chimique mandarine Orange douce Citron
Moy SD Moy SD MQOY SD
B-Thujene 0.28 0.01 0.13 0.00
a-Pinene 0.99 0.01 0.17 0.00 0.65 0.00
Sabinene 0.08 0.00 0.05 0.00 0.56 0.01
Nopinene 0.58 0.01
B-Myrcene 0.55 0.00 0.53 0.01 0.46 0.00
a-Terpinene 0.06 0.00 0.04 0.00
o-Cymene 0.20 0.00 0.20 0.00
Limonene 8264 0.04 86.32 0.01
y-Terpinene 13.97 0.00 3.80 0.03
Terpinolene 0.18 0.01 0.09 0.00
B-Linalool 0.04 0.00 0.03 0.00
cis-Limonene oxide 0.02 0.00
trans-Limonene oxide 0.02 0.00
3-Oxabicyclo[4.3.0|non-8-en-2-one  0.03 0.00
Terpinen-4-ol 0.02 0.00
a-Terpineol 0.05 0.00 0.04 0.00
Decana 0.01 0.00
Linayl acetate 0.02 0.00
Limonene-1,2-diol 0.02 0.00
Methyl N-methylanthranilate 0.12 0.02
Isocaryophyllene 0.02 0.00
a-Farnesene 0.04 0.00
a-Sinensal 0.09 0.00
Octanal 0.05 0.00
B-Ocimene 0.02 0.00
Limonene 98.77 0.01
Linaol 0.13 0.01
Mentha-2,8-dienol 0.03 0.00
Limonene oxide,cis 0.06 0.01
Limonene oxide, trans 0.02 0.00
Citronella 0.01 0.00
Decana 0.07 0.00
cis-Carveol 0.03 0.01
(-)-Carvone 0.05 0.00
p-Citral 0.01 0.00 0.22 0.00
Citronella 0.03 0.00
o-Citral 0.40 0.03
Nerol acetate 0.20 0..00
Geranyl acetate 0.12 0.00
B-Famesene 0.06 0.00
o-Bergamotene 0.13 0.00
B-Bisabolene 0.20 0.01
p- pinene 6.33 0.01
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Dans le cas de I’ huile essentielle de la menthe poivrée, le Menthol est le constituant
majeur avec une valeur de 43.35%, il est suivi par I’ lsomenthone (35.76 %), Citronella (7.56
%), Eucalyptol (4.17%) et le Menthyl acetate (3.54 %).

L’analyse chimique de I'huile essentielle du girofle a révélé la présence de 10
constituants chimiques. Le constituant majeur est I’ Eugenol avec une valeur de 98.30 % suivi
par le Caryophyllene (0.88 %), |’ Acetyleugénol (0.48 %) et Caryophyllene oxide (0.13%).

La compositions des huiles essentielles peut varier selon les conditions climatiques, le
moment de la récolte de la plante et de son &ge (Bagamboula et al., 2004 ; Wu et al., 2013).
En comparaison avec les données de la littérature, nos résultats sont particulierement en

accord avec ceux précédemment rapporteés.

En effet I’analyse chimique de I" huile essentielle extraite des écorces de 41 cultivars
du Citrus reticulata (mandarine) a pu déterminer qu’ elle est constituée presque exclusivement
d’ hydrocarbures avec le Limonéne comme composant majeur (de 52.2 % a 96.2%) suivi par
y-Terpinene (36.7%). a- Pinene (0.1 a 2.1%) et le Mycrene (1.3 a 1.8%) qui sont présents
dans tous les échantillons des huiles d’ écorce (Lota et al., 2000).

Selon Verrzera et al. (2000) le Limonéne (39.1 a 94.2 %), Mycréne (1.93 a 1.98 %) et
Linalool (0.67 a 0.88 %) ont éé signalés comme les principaux constituants de I'huile de

|’ écorce de mandarine.

Selon Sokovic et al. (2009), I’ huile essentielle de la menthe poivrée est constituée de
plusieurs conposants chimiques dont le Menthol était le composant principal avec une valeur
de 48 % suivi par le Menthone (31%), Menthofurane (6.8 %) et d’ Acétate de menthyle (10
%).

Récement, Misharina et al. (2011) ne sont arrivés aidentifier que 13 constituants dans
I’huile essentielle du citron dont le Limonéne est le composant majeur (82.30%) suivi par y-
Terpinene (5.98 %) et 3- Myrcene avec une valeur de 1.48 %. Ces résultats sont proches des

résultats trouvés dans notre travail.

Jirovetz et al. (2006) ont pu déterminer |’ activité antioxydante d’ une huile essentielle
du girofle. Son analyse chimique aidentifié 23 constituants, parmi lesquels I’ eugénol (76.8%)
est le constituant majeur suivi par le Carcinophylléne (17.4%), le R-humuléne (2.1%) et

I’ acétate d’ Eugényl (1.2 %). Ces résultats sont proches des résultats trouveés dans notre travail.
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Hyang et al. (2000) ont effectué I’ analyse chimique du genre Citrus sinensis et ils ont
identifié plusieurs composants chimiques dont le Limonéne est le composant majeur avec une
valeur comprise entre 84.5 % et 92 % suivi par le Mycrene ( de 1.7% a 1.8%), Linalole (de
1.1% a 1.3 %), B- Pinéne (0.8% a 0.9%) et a- Pinéne (0.6 % a 1.4 %). Les résultats estimés

dans cette étude sont proches des résultats trouvés dans notre travail.

Tableau VIII : Composition chimique d’ huile essentielle de la menthe poivrée

Composition chimique Moy SD
a-Thujene 0,02 0,00
o-Pinene 0,31 0,01
Sabinene 0,17 0,00
B-Pinene 0,47 0,01
B-Myrcene 0,04 0,00
3-Octanol 0,04 0,00
a-Terpinene 0,04 0,00
0-Cymene 0,12 0,00
Limonene 1,01 0,02
Eucalyptol 4,17 0,11
B-Ocimene 0,04 0,00
y-Terpinene 0,07 0,00
cis-Sabinene hydrate 0,10 0,00
Terpinolene 0,03 0,00
-Linalool 0,09 0,01
Isomenthone 35,76 0,57
Citronellal 7,56 0,58
Menthol 43,35 0,34
Levomenthol 0,16 0,01
a-Terpineol 0,19 0,01
Pulegone 0,90 0,02
Carvone 0,04 0,00
Piperitone 0,15 0,01
isoMenthyl acetate 0,14 0,01
Menthyl acetate 3,54 0,09
levoMenthyl acetate 0,08 0,00
o-Bourbonene 0,06 0,01
Cyclohexane, 1-ethenyl-1-methyl-2,4-bis(1-methylethenyl)- 0,02 0,00
-Caryophyllene 0,95 0,02
B-Famesene 0,03 0,00
0-Ocimene 0,04 0,00
Germacrene D 0,22 0,01
Patchoulane 0,05 0,00
0-Cadinene 0,02 0,00
Caryophyllene oxide 0,04 0,00
Viridiflorol 0,03 0,00
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Tableau | X : Composition chimique d huile essentielle du girofle.

Composition chimique MOy SD
Methyl salicylate 0,08 0,01
Eugenal 98,30 0,03
Caryophyllene 0,88 0,00
Santolinatriene 0,10 0,00
Acetyleugenal 0,48 0,03
Caryophyllene oxide 0,13 0,00
Autres 0,01 0,00
0,02 0,00
0,01 0,00
Patchoulane 0,01 0,00

3. Caractéristiques des huiles veégétales et leur mélange

Les huiles végétales utilisées dans notre travail sont; I"huile de soja, I'huile de

tournesol et I'huile de palme. Le pré évement des échantillons a été effectué a partir des bacs

contenant de I’ huile végétale sortis directement de la premiére désodorisation. Le mélange a

été préparé selon laformule suivante; 2 V d' huile de soja+ 1V d huile de tournesol + 1

V d'huile de pame. Les différentes caractéristiques de ces huiles végétale sont résumées

dansletableau X ;

Tableau X : Caractéristique des huiles végétales et de leur mélange

Caractéristiques Huile de tournesol Huile de soja Huile de palme M élange
Acidité % 0.03 £+ 0.007 0.11+0.01 0.03+ 0.02
Indice de peroxyde 0 0 0.7+0.141
(még o2/ kg)

Couleur 0.05-0.3+0.07 0.1-0.45+0.07 0.25-055+0.14 0.35-0.7+0.21
Humidité Abs Abs Abs

Point de fusion (°C) Trésfaible 39.75+ 1.06 13+1.41

Gout caractéristique Caractéristique caractéristique Caractéristique
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D’ apres le tableau X nous remarquons que les différentes valeurs des caractéristique
des huiles végétales utilisées dans notre travail sont conformes aux normes mais qui différent
d’une huile végétale a une autre. En effet, la mesure d’ acidité a donné des valeurs de 0.45 % +
0.01 pour I"huile végétale de tournesol, 0.03 % + 0.007 pour |’ huile de soja et une valeur de
0.11 % + 0.01 pour I’ huile de palme. L’ acidité de mélange de ces trois huiles végétales avec
la formule citée auparavant est de 0.03 % + 0.02. Ces valeurs d’ acidité sont conformes a la
norme qui est de 0.05 % selon lanorme interne.

L’'indice de peroxyde rend compte de I'atération des corps gras par oxydation,
inconvénient majeur touchant essentiellement les acides gras insaturés (AGI). Nos huiles
végétales présentent un indice de peroxyde avec des valeurs inférieur a 10 (méq o2/ kg),
maximum requis par la norme interne d’ entreprise. En effet I'indice de peroxyde de |’ huile de
tournesol est de 0.45 + 0.07 (méq oo/ kg) et valeur nulle pour I’huile de palme et soja. Le
mélange a donné un indice de peroxyde de 0.7 + 0.14 (méq o2/ kg).

Les valeurs obtenues pour le test de la couleur qui sont exprimées en termes de
nombre d’'unité jaune, rouge sont inférieur a 5 qui sont la norme interne. Les valeurs
estimées pour I”huile de tournesol sont 0.05 — 0.3 + 0.070, 0.1 — 0.45 + 0.070 pour I huile de
sojaet 0.25—0.55 + 0.14 pour | huile de palme. Les valeurs trouvées pour le méange sont de
0.35-0.7 £ 0.21. Pareil pour le point de fusion qui est caractéristique a chaque huile, exprimé
en température qui est tres faible pour I'huile de tournesol et I'huile de soja. Le point de
fusion estimé pour " huile de pame et lemélange est de 39.75°C + 1.06 et 13 °C + 1.41.

Les huiles végétales utilisées ainsi que leurs mélanges sont exemptes d’ humidité et
d’ autres gouts appart leurs godts caractéristiques, ce qui est conforme ala norme interne.

Ces différences de valeurs des caractéristiques peuvent étre expliquées par la variation
de la composition des huiles végétales concernant les acides gras saturés ou insaturés, les

triglycérides.
4. Test de Schaal ou test devieillissement dans |’ éuve

L’indice de peroxyde est généralement utilisé comme indicateur de la détérioration des
matieres grasses ou des huiles. Au fur et a mesure de |I’oxydation, les liaisons double de
I’ acide gras insaturé sont attaguées, ce qui entraine la formation de peroxyde (Cheftel et al.,
1977).
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Les résultats des indices de peroxyde estimeés en fonction du temps de stockage dans
I’ étuve, du type d’ huile essentielle gjoutée et de sa concentration pour les échantillons étudiés
sont illustrés en Figure 3 (pour les concentrations de 100ppm et 900ppm de chague huile

essentielle utilisée).

D’un point de vue général, on remarque la méme tendance des courbes pour les deux
concentrations étudiées (100 ppm et 900 ppm). Dans les deux cas, le témoin montre des
indices de peroxydes plus élevés par rapports aux échantillons incorporés des huiles
essentielles étudiées. Au jour O (t = O jours), jour de I'incorporation des huiles essentielles
dans le mélange des huiles végétales, les indices de peroxydes sont similaires. Ceci S explique
surtout par la fraicheur des échantillons au moment des analyses. A partir du jour 3 (t = 3
jours), on remarque une augmentation des indices de peroxydes en fonction tu temps.
L’ oxydation du témoin éant plus prononcée que les autres échantillons. Ceci est constaté
surtout apres le jour 15 (t = 15 jours). Pour les échantillons incorporés des huiles essentielles,
on remarque gue le degré de protection contre |’ oxydation dépend surtout du type de I’ huile
essentielle dans le mélange des huiles végétales étudié. Ceci est clairement montré durant la
période entre t = 18 jours et t = 24 jours. A la fin de la durée de stockage, on constate que
I’ effet protecteur de I’huile essentielle de la mandarine est le moins élevé par rapport aux
autres huiles essentielles d’ orange douce, de citron et de menthe poivrée qui. Celles-ci ont par
contre une protection quasi similaire contre I’ oxydation. L™ huile essentielle de girofle est la
plus performante en termes de protection contre I’ oxydation. Ceci corrobore parfaitement
avec son potentiel antioxydant mesuré par les différentes activités antioxydantes mesurées

danslasection 1.1

Nous avons constaté que les indices de peroxydes éaient faibles au départ, mais
augmentaient rapidement avec le temps. En effet, |” autooxydation commence de maniere lente
a basse température, mais augmente rapidement avec I’ augmentation de la température. Les
peroxydes se forment faiblement a 21.1°C mais augmentent de maniére intense a 37.8°C et
48.9°C, probablement a cause de la diffusion facilitée de I’oxygene dans I'interface ou la

réaction se déroule a de hautes températures (Muresan et al., 2015).
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Figure 3: Cinétiques d’' oxydation du mélange des huiles étudiées (huile de soja, huile de
pame et huile de tournesol) incorporeé des différentes huiles essentielles aux concentrations de
100 ppm et de 900 ppm. (M : L’huile essentielle de lamandarine, G : L’ huile essentielle du girofle,

ME : L huile essentielle de la menthe poivrée, OR : L’huile essentielle d’ orange douce, C: L’ huile

essentielle du citron).

Karkar et al., (2010) ont étudié |’ effet de I’ gjout d’ huile essentielle de menthe (mentha
pulegium) sur I’ oxydation de |’ huile de tournesol apres une incubation de 8 joursa 60 °C. Il a
été constate que |’ échantillon contenant I huile essentielle pour des concentrations variant de
200 ppm a 1000 ppm, résistait mieux a |’ oxydation que I’ échantillon témoin. Les valeurs de

Iindice de peroxyde augmentent avec le temps d'incubation mais dépendent de la
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concentration de I” huile essentielle ajoutée, pour atteindre 500 méq d’ O/ kg pour 200 ppm et
400 méq d' O/ kg pour 1000 ppm aprés 8 jours d'incubation a 60 °C. Cependant, ces indices
de peroxyde sont nettement plus élevés que ceux rapportés dans cette étude.

Chatterjee et Bhattacharjee, (2013) ont étudié I’ effet de I'huile essentielle du girofle
sur le stockage de I’ huile de soja pour une période de 20 jours, en calculant I’ 1Csp avec le test
au radical DPPH de I’huile de soja. La vaeur de I'1Cso de I'huile de soja vierge sans I’ huile
essentielle de girofle était significativement plus faible par rapport a tous les échantillons avec

I” huile essentielle de girofle.

Ahn et al. (2008) ont étudié I’ effet de I’huiles essentielle du Citrus sur |"huile de
tournesol. 1% de I’ huile essentielle est gjoutée a cette derniére et incubé a 60 °C pendant 30
jours. Les vaeurs de I'indice de peroxyde augmentent avec le temps d'incubation pour
atteindre une valeur de 200 még d’' O/ kg aprés 4 jours d'incubation, continue a augmenter

jusgu'a obtention d’ une valeur de 900 méq d’ O/ kg aprés 30 jours d’incubation.
5. Détermination du point de fusion

Le point de fusion du mélange est fonction des points de fusion des huiles végétales a
I’origine du mélange. Les bas points de fusion du tournesol (0°C) et du soja (0°C) et le haut
point de fusion de I"huile de palme (38°C a 40°C), font que le point de fusion final est un
compromis entre les points de fusion de chaque huile. D’apres Ghotra et al., (2002) les
graisses et les huiles contenant des acides gras saturés a longues chaines ont des points de
fusions plus élevés que les acides gras polyinsaturés ou a courte chaines. En effet, |"huile de
palme est constituée d’'acide palmitique (41 a 45)%, alors que le tournesol et le soja sont
constitués majoritairement par I’ acide linoléque a des teneurs respectives de (65 a 69)% et
(52 a57%) (Ollé, 2002).

Les points de fusion des échantillons sont représentés en tableau X1. Nous constatons
des différences significatives (p < 0.05) entre 1’échantillon témoin et les échantillons
incorporés des huiles essentielles a 100 ppm et a 900 ppm. En effet, les points de fusion du
mélange pour une concentration de 100 ppm est de 7.83°C + 0.76, 7.16 °C + 1.04 et 7.50°C *
0.86 pour les huiles essentielles de |la menthe poivrée, de la mandarine et du girofle
respectivement. Il n’y a pas de différence significative entre ces échantillons (p < 0.05). Le
point de fusion du mélange incorporé de |’ huile essentielle du citron et de celui de I’ orange
douce sont de 10.16°C + 0.76 et 8.5°C = 0.50 respectivement. Il existe une différence
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significative entre le témoin et le reste des échantillons (p < 0.05), a I’exception de
I’ échantillon incorporé de |"huile essentielle de citron. Par contre, pour la concentration de
900 ppm en huiles essentielles étudiées, le point de fusion de ce dernier est significativement
différent de celui de I’échantillon témoin et du reste des échantillons incorporés de huiles

essentielles de girofle, d’orange douce, de mandarine et de menthe poivrée (p < 0.05).

Ceci ne peut s expliquer que par |’ effet de certaines huiles essentielles sur le point de
fusion du mélange des huiles végétales. Dans le cas de |'huile de citron et pour la
concentration de 100 ppm, celle-ci n’a engendré aucun effet de dilution du systéme. Par
contre, les autres huiles essentielles ont bel et bien induit un effet de dilution du systéme. Ceci
est surtout valable pour la concentration de 900 ppm, pour I’ensemble des huiles essentielles
étudiées. L’état liquide de I'huile essentielle peut influer, dans une certaine mesure, sur le

point de fusion du mélange des huiles végétales en présence.

Tableau XI: Résultats des points de fusion des échantillons étudiés.

Témoin 12.00 + 2.00°

Huile essentielle Point de fusion a 100 ppm Point de fusion a 900 ppm
Menthe 7.83£0.763° 6.83 £ 0.763°

Mandarine 7.16 = 1.040° 6.83 £ 0.763°

Citron 10.16 + 0.7633° 8.83+0.763°

Orange douce 8.5+ 0.5°¢ 7.5+ 1.5°¢

Girofle 7.5+ 0.866° 7.3+0.763"¢

6. Taux de solide (SFC)

Les résultats SFC des échantillons étudiés sont montrés en Figure 4. L’alure des
courbes obtenues pour les différents échantillons sont quasi similaires pour les deux
concentrations utilisées (100 ppm et 900 ppm). A mesure que la température augmente, le
taux de solide, qui correspond a la fraction solide liée a la présence de triglycérides a hauts
points de fusion, diminue. Ceci est notamment constaté a la température de 40°C, ou les taux
de solides tendent a s'annuler. Au contraire, le maximum des taux de solide est obtenu pour la

température de 0°C.
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Figure 4 : Courbes de solides pour les échantillons témoin et incorporeés des différentes huiles
essentielles aux deux concentrations étudiées (100 ppm et 900 ppm). (SFC : Taux de solide,
T : Témoin, M : L huile essentielle de la mandarine, G : L’ huile essentielle du girofle, ME : L' huile
essentielle de la menthe poivrée, OR : L’ huile essentielle d’ orange douce, C: L’huile essentielle du

citron).

Pour les concentrations de 100 ppm et de 900 ppm, la distribution des solides des
échantillons éudiés n’ est pas laméme alatempérature de 0°C. Le comportement de certaines
huiles essentielles est ainsi différent dans le mélange des huiles végétales. Ainsi, pour |’ huile

essentielle de la mandarine, le méange la contenant montre des taux de solide supérieurs a ce
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du mélange témoin pour la concentration de 100 ppm, alors que ceux-ci sont inférieurs aux
taux de solide de I'échantillon témoin pour la concentration de 900 ppm. Par contre, le
mélange contenant I’ huile essentielle de citron montre des taux de solides bien plus élevés par
rapport a ceux du témoin pour les deux concentrations de 100 ppm et de 900 ppm. On
remarque également une segrégation des courbes a la température de 20°C pour la

concentration de 900 ppm, ce qui n’est pas le cas pour la concentration de 100 ppm.

On ne peut vaider dans ce cas |’ hypothese de la dilution du systeme par les huiles
essentielles, comme rapportés pour les points de fusion. En effet, la mandarine a donné des
taux de solides élevés par rapport au mélange témoin pour la concentration de 900 ppm, alors
gue pour la concentration de 100 ppm les taux de solide éaient inférieurs a ceux du mélange
témoin. Pour les deux concentrations, le mélange des huiles végétales avec I huile essentielle

de lamandarine a donné pourtant un point de fusion bas par rapport au mélange témoin.

On ne peut supposer un effet direct des huiles essentielles sur la microstructure du
mélange témoin, car le comportement de celles-ci différe notablement en fonction de la
concentration et en fonction de latempérature.
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Conclusion

Les huiles essentielles possedent d’importantes activités antioxydante et peuvent se
substituer avec succeés aux antioxydants comme BHA qui peut causer des problémes et des
maladies pour la santé humaine, ce qui nous a conduit a effectuer I’analyse chimique et
I’ activité antioxydante des huiles essentielles du citron, de I’ orange douce, du la mandarine,

du lamenthe poivrée ainsi que celle du girofle.
Au cours de cette étude, nous avons pu dégager les conclusions suivantes :

L’ activité antioxydante estimée pour les cing huiles essentielles est différente d’une
huile & une autre. En effet les valeurs de I’ activité scavenging des radicaux DPPH et ABTS
estimées varient selon I’ huile essentielle. Le girofle ayant donné |e pourcentage d’inhibition
le plus élevé pour les deux radicaux DPPH et ABTS avec desvaleursde 77.79 % *= 1.62 et
84.99 % + 0.75 respectivement. De méme pour le pouvoir réducteur | huile essentielle du
girofle adonné la meilleure activité (2.72 + 0.40). Cette différence d activité antioxydante est
fonction de la composition chimique des huiles essentielles.

La caractérisation de |" huile essentielle par chromatographie en phase gazeuse (CPG)
couplée a la spéctrométrie de masse (SM) des huiles essentielles étudiées a révélé plusieurs
composants pour les cing huiles essentielles. Le composant principal des HE de la mandarine,
du citron et de I’ orange douce, est le limonene qui représente 82.64%, 86.32 % et 98.77 %
respectivement. Dans le cas du |"huile essentielle de la menthe poivrée, le Menthol est le
constituant majeur avec une valeur de 43.35%. L’eugénol est le constituant majeur du I huile

essentielle du girofle avec une valeur de 98.30 %.

L’essai de la formulation d’un mélange d’huile végétale additionné des cing huiles
essentielles a deux concentration 100ppm et 900ppm a été expérimenté, en vue de suivre
I’ oxydation du mélange dans une étuve a 60 °C. Les résultats de I’ évaluation de la stabilité
oxydative par les tests de Schaal indiguent que le mélange a huiles essentielles sont plus
résistants que le témoin vis-a-vis I’ oxydation forcée.

Les teneurs en solide (SFC) par RMN pulsée estimé dans le cas des cing huiles
essentielles est presgue le méme pour les deux concentrations utilisees qui sont 100ppm et

900ppm.
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En perspective, il est souhaitable:

- déudier les autres activités biologiques de ces huiles (activités antimicrobienne,

antifongique, etc.) ;
- d'étudier I’ effet del’ gout de ces huiles essentielles pour élaborer des types de margarine ;

- d'appliquer ces huiles essentielles a d’autres produits alimentaires en substitution a des
antioxydants artificiels comme le BHT (butyle hydroxy toluene) et le BHA (butyle hydroxy

anisole).
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Résumé

Le présent travail a pour objectif I’exploitation des huiles essentielles du citron, du girofle, du la
menthe poivrée, de la mandarine et de I’orange douce et leur valorisation a travers leur activité
antioxydante ains que leur utilisation comme agents naturels pour réduire I’oxydation et la
conservation des huiles végétales. L’analyse des huiles essentielles est réalisée par CPG/SM.
L’ activité antioxydante est mise en évidence par |’ activité scavenging des radicaux DPPH et ABTS
ains que le pouvoir réducteur. L’ analyse chimique des huiles essentielles a révélé la présence de 36
constituants chimiques pour la menthe poivrée dominé par le Menthol (43.35%), 23 constituants pour
la mandarine, 20 constituants pour le citron et 16 constituants pour |” huile d’ orange douce dominé par
le Limonéne avec des valeurs de 82.64%, 86.32 % et 98.77 % respectivement. Un suivi de la
cinétigue d oxydation a éé réalisé sur un mélange d huile végétae additionné des cing huiles
essentielles a deux concentration 100ppm et 900ppm. L’ évaluation de la stabilité oxydative est réalisée
par le test de Schaal, les résultats obtenus ont montré que le mélange d’ huiles végétal es additionné des
huiles essentielles était plus résistant que celui du témoin vis-a-vis de I’ oxydation forcée. L’ anayse
du taux de solide par RMN n'a pas donné de différence significative entre le mélange a I’ huile

essentielle et le témoin.

Mots clés: Huile essentielle, Activité antioxydante, Caractérisation chimique, Oxydation, Taux de

solide

Abstract

The aim of thiswork is to exploit the essentia oils of lemon, clove, peppermint, tangerine and sweet
orange and their valorisation through their antioxidant activity as well as their use as natural agents to
reduce the oxidation and the storage of vegetable oils. The analysis of essential oils is performed by
GC / MS. The antioxidant activity is determined by the scavenging activity of the DPPH and ABTS
radicals and the reducing power. Chemical analysis of essentia oils revealed the presence of 36
chemical constituents for peppermint dominated by Menthol (43.35%), 23 constituents for mandarin,
20 congtituents for lemon and 16 components for soft orange oil dominated by limonene (82.64%,
86.32% and 98.77%) respectively. A monitoring of the oxidation kinetics was carried out on a mixture
of vegetable oil and the five essential oils with two concentration 100ppm and 900ppm. The
evaluation of the oxidative stability is measured by the Schaal tests, the results obtained showed that
the mixture of vegetable oils added to the essential oils was more resistant than the control with
toward the forced oxidation. Analysis of the solid content by NMR showed no significant difference

between the mixture with the essential oil and the control.

Key words: Essential oil, Antioxidant activity, Chemical characterization, Oxidation, Solid content
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