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Introduction

Les huiles végétales comestibles comme [’huile d’olive et I’huile de soja, occupent
une place importante dans la nutrition humaine (Salta et al., 2007). Elles sont riches en acides
gras insaturés et contiennent des composé€s mineurs d’une grande importance (composés
phénoliques). Malheureusement, ces huiles sont instables et sujettes a une oxydation rapide
durant le stockage ou lors des préparations culinaires, ce qui modifie leur caractéristiques
organoleptiques et physicochimiques, et qui affectent ainsi leur durée de conservation (Lee et
al., 2009).

Afin de surmonter les problemes de stabilités des huiles et des graisses, des
antioxydants synthétiques, tel que le buthylhydroxyanisol (BHA) et le buthylhydroxytoluéne
(BHT) ont été employés comme additifs alimentaires (Farag, 2007). Cependant, ces
composés ont révelés des effets néfastes sur la santé humaine y compris le cancer. En raison
de ces soucis, le consommateur tend a rejeter tous les additifs alimentaires y compris les
antioxydants synthétiques (Artajo et al. 2006). Néanmoins, il a une préférence pour tout ce
qui est naturel (Bianco et Uccella, 2000).

De ce fait, I’industrie agroalimentaire développe et recourt a I’utilisation des
antioxydants naturels, parmi lesquelles on trouve dans une grande mesure la famille des
polyphénols. En effet, ces composés sont largement présents dans notre alimentation (fruits et
légumes) et ils font actuellement I’intérét de nombreuse ¢tudes car en plus d’un intérét certain
dans la conservation des denrées comestibles pour ’industrie agroalimentaire, ils peuvent
s’avérer utiles dans le traitement de nombreuses pathologies (Hennebelle et al., 2008).

Par conséquent, la recherche de molécules extraites de sources naturelles et surtout
leur incorporation dans les huiles avance dans un rythme compétitif vu I’intérét double que
pourraient apporter ces substances (chiou et al. 2009). Et les différentes études réalisées dans
ce sens ont concluent I’intérét positive de 1’enrichissement exogéne des huiles étudiées (FKi et
al., 2005 ; Veillet et al., 2010 ; Ayadi et al., 2009).

Dans ce travail nous nous sommes intéressés a 1’étude de I’enrichissement de deux
huiles a savoir 1’huile d’olive et I’huile de soja avec les polyphénols d’allium cepea (oignon
rouge). Le choix de cette plante consiste a son utilisation dans I’herboristerie traditionnelle, sa
présence en tres grande quantité et bien sir en sa richesse en polyphénols particulierement les
flavonoides (Albitar, 2010).




Introduction

Cette étude est subdivisée en trois parties :

Une synthése bibliographique qui porte sur des généralités sur 1’oignon rouge, 1’huile
d’olive, I’huile de soja et sur I’oxydation et les antioxydants.

L’optimisation de 1’extraction des composés phénoliques a partir de 1’oignon rouge
par micro-onde en utilisant la méthode de surface de réponse (RMS) développée par le plan
de Box Behenken (BBD).

L’¢évaluation de I’effet d’incorporation des polyphénols d’oignon rouge dans les huiles

: huile d’olive et huile de soja.
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Généralité sur I’oignon et les huiles

Chapitre |
I. Origine et production

L’oignon (allium Cepa), de la famille des Alliaceae (anciennement Liliaceae), est une
espece herbacée, largement cultivée partout dans le monde. L’oignon était déja cultiveé, il y a
5000 ans, en Egypte ou il était trés prisé. C’est une excellente source de nutrition, fournissant
des quantités significatives de vitamines C, B6, potassium, composants bioactifs tels que
flavonoides, acide folique... ainsi que du calcium et du fer (Albitar, 2010).

Les oignons sont la récolte horticole deuxieme dans le monde entier, aprés des
tomates, avec une production annuelle courante d’environ 66 millions de tonnes. Au cours des
dix derniéres années, la production d'oignon a augmenté de plus de 25% (Benitez et al.,2011).

les pays producteurs d'oignon principaux dans le monde sont la Chine avec la plus
grande production de 3.93 millions de tonalités, suivie de I'Inde avec 3.35 millions de
tonalités, des Etats-Unis 2.45 millions de tonalités et de la Turquie 1.55 million de tonalités
(Arslan ,et Ozcan., 2010).

Outre la Chine, plusieurs autres pays ont connu des hausses de production au cours des
dernieres années. C’est le cas de la Turquie, du Pakistan, de 1’Argentine, du Maroc, de
1I’Algérie et de I’ Afrique de Sud, pour ne citer que les plus importants, qui ont plus que doublé
leur production depuis le début des années 80 (Pelletier et al., 2000 ; Catchala et al., 2002).
I.1. Composition chimique et nutritionnelle de I’oignon rouge

La composition nutritionnelle de 1’oignon se rapproche de celle des autres légumes
frais, Il est plus ou moins riche en eau de constitution (89 .11%), Il doit I’essentiel de son
apport énergétique a ses glucides qui inclus le sucrose (1.60g), et son galactoside, a savoir le
raffinose (0.20g) (Dini et al., 2008).

Les protides, les lipides et les autres constituants énergétiques de 1’oignon ne sont
présents qu’en trés faibles quantités. Les fibres, moyennement abondantes, sont constituées a
la fois de cellulose et d’hémicellulose. La composition chimique moyenne de 1’oignon rouge

est résumée dans le tableau |.




Généralité sur I’oignon et les huiles

Tableau I : Composition chimique de 1’oignon (Allium Cepea) (Dini et al., 2008).

Composants | Eau |Protéines | Carbohydrates | Graisses | Fibres| Minéraux mg/100g
(%) | (%) (%) (%) | (%)

CaMg| K [Na| Zn

Teneurs |89 .11 1.1 9.35 0.1 1.7 |23]10 |146| 4 |0.21

I1. Huile d’olive
I1.1. Dénominations et définition
L’huile d’olive est I’huile provenant uniquement du fruit de 1’olivier (Olea europaea
L.) a I’exclusion des huiles obtenues par solvant ou par des procédés de réestérification et de
tout mélange avec des huiles d’autres natures (Codex STAN, 1989). Elle est commercialisée
selon les dénominations et définitions ci-apres :
11.1.1. Huiles d'olive vierges
Selon (C.O.l., 2011) les huiles obtenues du fruit de I’olivier uniquement par des
procédés mécaniques ou d’autres procédés physiques dans des conditions, thermiques
notamment, qui n’entrainent pas d’altération de 1’huile, et n’ayant subi aucun traitement autre
que le lavage, la décantation, la centrifugation et la filtration. Ces huiles d’olives vierges font
I’objet d’un classement et de dénominations suivantes :
> Huile d'olive vierge extra : Huile d'olive vierge dont I'acidité libre, exprimée en acide
oléique, est au maximum de 0,8 g pour 100 g.
» Huile d'olive vierge : Huile d'olive vierge dont l'acidité libre, exprimée en acide
oléique, est au maximum de 2 g pour 100 g.
» Huile d'olive vierge courante: Huile d'olive vierge dont I'acidité libre, exprimée en
acide oléique, est au maximum de 3,3 g pour 100 g.
» Huile d'olive vierge lampante: Huile d'olive vierge dont I'acidité libre, exprimée en
acide oléique, est supérieure a 3,3g pour 100 g.
I1.1.2. Huile d’olive raffinée
C’est I’huile d’olive obtenue des huiles d’olive vierges par des techniques de raffinage
qui n’entraine pas de modifications de la structure glycéridique initiale. Son acidité libre

exprimée en acide oléique est au maximum de 0,3 gramme pour 100 grammes (C.O.1., 2011).
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11.1.3. Huile d'olive courante

Huile constituée par un coupage d'huiles d'olive raffinées et d'huiles d'olive vierges
autres que lampantes, dont I'acidité libre, exprimée en acide oleique, ne peut étre supérieure a
1 g pour 100g (C.O.1., 2011).

11.2. Technologie d’élaboration de I’huile d’olive

On obtient I’huile d'olive a partir des fruits de I'olivier (Olea europaea sativa) par des
moyens mecaniques ou physiques, dans des conditions qui ne provoquent aucuns
changements dans I'huile (Annexe 1).

11.3. Composition et caractéristiques de I’huile d’olive

L'huile d'olive peut étre divisée, du point de vue de la composition chimique en fractions
principales et secondaires :

Les triacylglycérols représentent plus de 98% du poids total de I'huile, ils sont constitués
principalement d’acide gras mono-insaturé (lI'acide oléique). Celui-ci représente 65% a 80 %
des acides gras de I'huile d'olive (Quiles, 2006).

Les composants mineurs, qui présentent une tres faibles quantités (environ 2% du poids du
pétrole), comprennent plus de 230 produits chimiques tels que des alcools aliphatiques, triterpéniques,
les stérols, les hydrocarbures, composés volatils et des antioxydants (les caroténoides et les
composés phénoliques) ( Jacotot, 1996).

I11. Huile de soja
I11.1. Définition et composition de la graine

Soja ou soya, graine de glycine max L., légumineuse cultivée dans les régions
subtropicales. Sa composition globale est la suivante : 40% de protéines, 18% d’huile, 17% de
glucides, 45% de cendres et elle contient des quantités modérées de vitamines A, D, E et B12.

Sa fraction protidique, déficiente en acides aminés soufrés, se compose de deux
globulines (glycine et phoséoline) et deux aloumines (Iégumélines).

L’huile de soja est peu colorée et d’un gout caractéristique. Elle renferme 15% d’acide
gras saturé et 80% s’acides gras insaturés avec une prédominance d’acide linoléique
(Adriane et al., 2003).

II1.2. Composition de I’huile de soja
La graine de soja fournit environ 12 a 25 % d’huile. Cette huile contient :
» Acides gras non satures (85%).

» Mono-insaturés : acide oléiques (25%-35%).
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> Polyinsaturés : acide linoléique (40% - 50%), linolénique (2%-10%), arachidonioque
(trace, mais la teneur la plus élevée de toutes les huiles).

» Acides gras saturés (10%-15%): acides stéarique, palmitique, arachidique,
lignocerique (Valnet, 2001).

Les triglycérides constituent plus de 95% des composés lipidiques de la graine de soja, les

autres composés étant les phospholipides et les diacylglycérols (Karleskind, 1992).
I11.3. Principales étapes de raffinage d’huile de soja

Huile de soja subit un raffinage, une étape clé de la technologie de production des
huiles (Francois, 1974). Ce raffinage est destiné a deébarrasser 1’huile de toutes impuretés
(cossut, 2002). Notre huile est obtenue par un raffinage enzymatique cela suivant plusieurs
étapes dans les principales sont :

» Dégommage enzymatique : La démucilagination enzymatique est un type de procédé
physique performant, qui produit des rendements d’huile plus élevés.Il consiste a transformer
les phospholipides non hydratables en lyso-phospholipides hydrophiles sous I'action d'une
phospholipase (Kartika, 2005).

» Neutralisation : afin d’enlever les acides gras indésirables (Karleskind, 1992). Les
traces résiduaires seront éliminées par une centrifugation.

> Décoloration et désodorisation : pour se débarrasser des pigments et des composés

volatiles, respectivement (Cossut, 2002).
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Chapitre 11
I.1. Oxydation

L’oxydation est le phénomene qui fait rouiller les métaux, qui fait flétrir les 1égumes et
les fruits et rancir les graisses. Il modifie le goQt et la couleur des aliments (Rolland, 2004),
ainsi que leur valeur nutritionnelle en entrainant la perte d’acides gras essentiels mais aussi de
vitamines et d’acides aminés indispensables (Kim et al., 2007).
I.1.1. Mécanismes généraux de I’oxydation

D’aprés (Eymard, 2003), I’oxydation des lipides peut résulter de plusieurs voies
réactionnelles en fonction du milieu et des agents initiateurs (Annexe I11) :
| .1.1.1. L auto-oxydation

L'auto oxydation semble donc étre un mécanisme principal dans l'oxydation des
lipides. Elle produit principalement des hydroperoxydes et des composés volatils,
généralement par un processus triphasé (initiation, propagation et terminaison)
(Marc et al., 2004).

> L'initiation : Cette étape est initiée par la chaleur, la lumiére ou les ions métalliques et
aboutit a la formation des especes tres réactives : ROO* et R*.

» Propagation : Les espéces réactives formées s’attaquent aux molécules lipidiques
(LH) d’ou la formation des hydroperoxydes et la destruction de ces derniers donnent
naissance a des composés responsables des gouts et odeur de rance par rupture des liaisons
O-0.

» Terminaison : Apparition de nouvelles espéces moléculaires non radicalaires
(formation des polymeres entre especes réactives) (Rolland, 2004).
1.1.1.2. Oxydation enzymatique

Divers enzymes tissulaires, les lipoxygénases, peuvent aussi, en présence d’oxygene,
oxyder les restes d’acides gras insaturés. Il s’agit généralement d’une oxydation limitée qui
peut se dérouler simultanément a 1’auto-oxydation (Fuhrer et al., 2005).
1.1.1.3. Photo-oxydation

La photo-oxydation est une voie importante de production d’hydroperoxydes en
présence d’oxygene, d’énergie lumineuse et de photosensibilisateurs tels que les

hémoproteines ou la riboflavine (Riahi et Marzouki, 2000).
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I1. Antioxydants

Notre organisme est équipé de tout un systeme complexe de défenses antioxydantes
enzymatiques et non enzymatiques, localisé dans les compartiments intra- et extracellulaires.
Un antioxydant est une substance qui inhibe ou retarde significativement I’oxydation d’un
substrat, alors qu’elle présente une concentration tres faible dans le milieu ou elle intervient
(Halliwell et Gutteridge, 1990).

Les antioxydants agissent de plusieurs maniéres. Leur mécanisme d’action peut étre direct ou
indirect, en tant que partie de la structure d’enzymes et/ou cofacteurs d’enzymes
antioxydantes (Berger, 2006).

Les antioxydants sont interdépendants. En donnant un électron, ils deviennent eux-
mémes des radicaux libres qui doivent se rééquilibrer, autrement dit étre réduits (Berger,
2006).

L’apport constant en ces substances antioxydantes par une dicte riche en fruits et 1égumes
représente la base de toute stratégie visant a prévenir le développement des maladies (Faller
et Fialho, 2009). Parmi ces aliments, I’oignon rouge et I’huile d’olive en constitue un bon
exemple ; ils présentent plusieurs vertus grace a leurs compositions en antioxydants, dont les
plus importants sont les suivants :

11.1. Polyphénols

Plusieurs milliers de composés phénoliques ont €té caractérisés jusqu’a aujourd’hui
chez les végétaux bien qu’étant tres diversifiés, ils ont tous en commun la présence d’un ou de
plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles (Macheix et al.,
2005).

Les polyphénols sont capables de piéger les radicaux libres découlant aussi bien des
réactions d’oxydation de différents nutriments que de celles de I’organisme. La richesse des
structures des polyphénols en résidus hydroxyles, leurs confere une meilleure capacité a
neutraliser les radicaux libres. Etant des antioxydants primaires et radicalaires, ils peuvent
ralentir la formation de radicaux libres et interrompre la chaine autocatalytique. Toutefois, les
mécanismes par lesquels les polyphénols peuvent avoir des effets protecteurs sur la santé via
une action antioxydante ne sont pas bien élucidés (Spencer et al., 2001).

La présence de composés phénoliques a été¢ détectée dans I’oignon rouge, avec des teneurs
allant de 9,4 mg EAG/g a 52,7 mg EAG/g de poids sec (Benitez et al., 2011), alors que
I’huile d’olive est connue pour sa richesse en composé phénolique avec des teneurs qui varies

entre 250 et 300ppm selon O.N.H, (2012) qui contribue au gout amere et astringent de ’huile.
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11.2. Flavonoides

Les flavonoides appelés également phénylpropanoides sont une famille de plus de
4000 métabolites secondaires, comportant cing sous-classes : anthocyanes, flavonols,
flavones,flavanols et flavonones (Wang et Huang, 2004 ; Morot-Gaudry et Prat, 2009).
Les flavonoides possedent un squelette de base a 15 atomes de carbone (Fig 1), constitué de
deux noyaux aromatiques A, B et d’un noyau central hétérocycle oxygéné (cycle C), pourvus
d’au moins une fonction hydroxyle. Selon, le degré d’oxydation du noyau pyranique, on
classe les flavonoides sur la base du nombre, de la position et de la nature des substituant
(groupements hydroxyles -OH et méthoxyles OCH3 principalement), sur la base des deux
cycles aromatiques A et B et sur celle de la chaine de carbone intermédiaire. Ils ont donc en
commun une méme structure, dont les multiples substitutions permettent de les diviser en

plusieurs classes. (Belarbi-Ouarkoub et al., 2008).

Flavonol: X = OH ; Quercétin: R1 = OH, R2 = H ; Kaempferol: R1 = H,
R2 = H ; Myricétine: R1 = OH, R2 = OH; Flavones: X = H ; Apigenin:
R1=H, R2=H; Luteolin: R1 = OH, R2 = H.

Figure n°1 : Structure de base des flavonoides.

Les flavonoides appartiennent a la classe des composés naturels faisant I’objet d'intérét
scientifique et thérapeutique considérable. Ils sont omniprésents dans les cellules des plantes
vertes et, par conséquent, participent au processus de la photosynthése (Havsteen, 2002). Des
propriétées biologiques ont été attribuées aux flavonoides. Martens et al. (2010), ont rapporté
dans leurs travaux parmi elles : les propriétés cardioprotectives, antioxydantes, anti-
inflammatoires, neuroprotéctives et méme un potentiel anticancéreux des flavonols,

notamment la quercétine.
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11.3. Anthocyanes

Les anthocyanes sont le plus grand et le plus divers groupes de colorants
hydrosolubles des plantes (Kopjar et al., 2009), elles s’accumulent dans les vacuoles des
cellules les plus externes (épidermes et hypodermes) et dérivent de la voie des
phénylpropanoides. Elles sont des composés phénoliques du groupe des flavonoides. 1l y au
moins 20 anthocyanidines différentes dans le nombre et la position de leurs groupes
hydroxyles et méthoxyles. Les anthocyanidines sont modifiees par des parties glycosyliques
et aromatiques ou aliphatiques, ayant pour résultat des centaines de molécules d'anthocyanes
qui different dans la stabilité (Guignard, 1996 ; Kuti, 2004 ; Oren-Shamir, 2009).

Les quatre anthocyanes principales de I'oignon rouge ont été identifiées comme 3-(3”’
glucosyl-6’"malonylglucoside), le 3-(6’’- malonylglucoside), le 3-(3”’ - glucosylglucoside) et
la cyanidine-3-glucoside (Fossen et al., 1996). En outre quelques colorants mineurs
d'anthocyanes ont été détectés: 3-(3’-6’" -dimalonylglucoside), 3-(3* - malonylglucoside)
cyanidine -3,5-diglucoside, péonidine-3-glucoside, péonidine 3,5-diglucoside et péonidine-3
malonylglucoside (Fossen et al., 1996; Donner et Mazza, 1998).

La teneur des principaux antioxydants d’oignon rouge (flavonols principalement la quercitrine
et ses dérivés, les anthocynes) sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau 11 : Principaux antioxydants de 1’oignon rouge (mg/100g) (Albitar, 2010).

Classe Flavonoides Moyenne
Flavones Apegenine 0.35
Luteoline 0.19
Flavonols Isorhamnetine 4.25
Kaempfenol 1.1
Myricetine 2.7
Quercetine 33.34
Anthocyanes Cyanidine 6.16
Delphinidine 2.28
Pelargonidine 0.02
Peonidine 1.22

——
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I11. Effet thérapeutique

Les antioxydants ont regu une attention accrue par les nutritionnistes et les chercheurs
médicaux pour leurs effets potentiels sur la prévention des maladies chroniques et
dégenératives comme le cancer et maladies cardio-vasculaires ainsi que le vieillissement. Des
études épidémiologiques ont fourni des preuves d'une association inverse entre les régimes
riches en fruits et Iégumes et ces maladies. Ces effets importants sur la santé peuvent étre liés
a la présence des composés dans les aliments ayant une activité antioxydante.

La capacité des antioxydants a piéger les radicaux libres dans le corps humain et de ce fait
diminuer la quantité de dommages des radicaux libres a des molécules biologiques telles que
les lipides (Wu et al., 2004).

Des études épidémiologiques récentes ont mis en évidence la contribution de I’huile
d’olive a réduire I’incidence des cancers du sein, du colon, des ovaires, de 1’utérus et de la
prostate. (Jacotot, 1997), D’autre part il a été démontré que la consommation journaliére de
50 g d’huile d’olive extra vierge par des femmes ménopausées pendant huit semaines s’est
traduite par une baisse significative des marqueurs urinaires des lésions oxydatives de leur
ADN. Une étude espagnole, a affirmé que les composes phénoliques de 1’huile d’olive ont
augmenté les défenses antioxydantes d’hépatocytes humains en culture en situation de stress

oxydant induit. (Gigon et Le Jeune, 2010).

D’autres chercheurs ont attires 1’attention sur les attribues thérapeutiques de 1’oignon,
ils ont démontré qu’un régime comprenant 1’oignon, réduit le risque du cancer d'estomac et de
cerveau chez I'homme, empéche la thrombose et réduit le niveau du cholestérol, des
triglycérides et de thromboxanes dans le sang (Corzo-Martinez et al., 2007). D’autre part,
Gharib Naseri et al. (2008) ont montré que I’oignon posséde des activités antioxydante,
spasmolytique et anti hypertensive, et que son pouvoir réducteur est plus efficace que la
vitamine E.

A cet égard, I’industrie agro alimentaire a développé I’utilisation des antioxydants
naturels, parmi les quelles on trouve dans une grande mesure les polyphénols. La recherche de
molécules extraite de source naturelles et leurs incorporation dans les huiles avance dans un
rythme compétitif afin de les protéger contre I’oxydation, surmonter les problémes liés a leur
conservation (Chiou et al., 2009), et ainsi présenté au consommateur un produit meilleur

pour ¢a santé.
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De nombreuse études, on été réalisés sur 1’enrichissement des huiles végétales les
huiles : (soja, olive, tournesol, palme, colza et arachide) on été supplémenté par 1’origon, la
sauge, le romarin, épinards etc (Salta et al., 2007) .

De ce fait plusieurs études d’enrichissement des huiles comestibles ont été proposées
on utilisant différente techniques, a savoir :

» extraction conventionnelle (liquide /solide, liquide/ liquide)
» extraction moderne (micro-onde, ultrason)
V1. Extraction des composés phénoliques

L'extraction des composés bioactifs a partir des matrices végétales utilisant des
solvants, constitue une étape importante dans la fabrication des produits riches en composés
actifs divers. L'application de cette technologie peu colteuse pour obtenir a des molécules
employer comme additifs ou produits nutritionnels est une stratégie appropriée (Campelo et
al., 2011).

IV.1. Les méthodes d’extraction
IVV.1.1 Extraction conventionnelle

Les techniques classiques pour I’extraction par solvant de molécules actives a partir
des matrices végétales sont passés sur le choix du solvant couplé a la température et/ ou a
’agitation, parmi les techniques les plus utilisés, I’extraction liquide-liquide, et 1’extraction
solide- liquide (Ben Amour. 2008).

IV.1.2. Extraction moderne par micro-onde

Les micro-ondes ionisent I'énergie électromagnétique avec une fréquence de 0,3 a 300
GHz. Cette énergie est transmise sous forme d’ondes, qui peuvent pénétrer dans les matieres
biologiques et agir avec les molécules polaires a l'intérieur des matériaux, tels que I'eau, pour
produire la chaleur. L'extraction assistée par micro-ondes est un processus qui emploie l'effet
des micro-ondes pour extraire les matériaux biologiques. Cette technique a été considérée
comme une alternative importante a I'extraction a basse pression en raison de ses avantages:

réduction du temps d'extraction, faible utilisation des solvants, la sélectivité (Chemat, 2009).

12

——
| —



(Partie
Expérimentale



(Partie
Expérimentale



Matériel et méthodes



Matériel et Méthodes

I.1. Matériel végétal

La présente étude a été réalisée sur des échantillons d’oignon rouge issu du commerce,
d’huile d’olive extra vierge de la variété CHEMLLAL produite par I’huilerie Ifri Olive de la
ville d’Ouzellaguéne de la wilaya de Bejaia et d’huile de soja produite par le complexe Agro-
alimentaire CEVITAL de la wilaya de Bejaia. Tous ces échantillons ont été achetés a la méme
période février 2013.

Les oignons ont été nettoyes, épluchés, et coupes en petits morceaux, et ont ensuite
suivi un séchage a I’étuve (Ecocell) a 40°C pendant 4 jours. Une fois séchés, ils ont été broyés
a I’aide d’un broyeur électrique (IKA), la poudre a été récupérée et tamisée a I’aide d’un
tamiseur électrique (Retsch, almagne) dont les dimensions des pores sont < 125 um, afin
d’obtenir une poudre plus lisse sans grumeaux. Cette derniere a été conservée dans des
flacons fermés étiquetés et mise a 1’abri de la lumiére en attendant d’étre analysée.

I.2. Détermination des caractéristiques physico-chimiques de I’oignon rouge
1.2.1. Taux d’humidité
La teneur en humidité a été déterminé en séchant un poids déterminé de la poudre a

103°C jusqu’a obtention d’un poids constant (Doymaz et al., 2004).

Les résultats sont exprimés en pourcentage

H% = (Po — P,/P) / 100

Ou:
Po : poids de I’échantillon avant séchage.
P1 : poids de I’échantillon aprés séchage.
P : prise d’essai.
1.2.2. Détermination de I’activité d’eau

La teneur en eau est un parametre important a évaluer dans un échantillon, car il
permet de déterminer les conditions optimales de sa conservation. L’activité de I’ecau de la
poudre a été mesurée a 22°C a l’aide d’un hygrométre a capteur de type capacitif

(HygroPalmAW1, rotronic).
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1.3. Optimisation des conditions d’extraction des composés phénoliques
1.3.1. Extraction par microonde

L’extraction des composés phénoliques de 1’oignon rouge a été réalisée en utilisant un
four a micro-onde domestique modifié (NN-S674MF, atterrisseur, Japon, 32 I, W 1000, 2.45
gigahertz) (Annexe V).
1.3.2. Essais préliminaires

Des essais préliminaires ont été effectués pour déterminer les parametres influencant
I’extraction des composés phénoliques d’oignon rouge, a savoir le type de solvant,
concentration du solvant, temps d’extraction, le ratio, ainsi que la puissance d’extraction.

% Type de solvant

L'extraction a été conduite en utilisant trois types de solvants différents : 1’eau 100% (v/V),
I'éthanol 50% (v/v), et I'acétone 50% (v/v). La puissance et le temps d'extraction sont fixés a
700watt pendant 2 minutes, respectivement. Le meilleur solvant a été choisi en se basant sur
la quantité la plus importante de polyphénols totaux.

% La puissance :

Un poids déterminé de la poudre d’oignon rouge a été mélangé avec 20ml du solvant
optimisé, et a été exposé a différentes puissances du micro-onde (400 watt, 700 watt et 900
watt) pendant deux minutes. Suivant la teneur en composés phénoliques totaux extraite, une
puissance optimale a été définie.

% Temps d’extraction

L’extraction a été réalisée en utilisant le solvant optimisé et en soumettant les extraits a la
puissance définie, avec variation du temps (30, 120, 180 secondes). La meilleure période
d’extraction a été choisie selon la teneur la plus élevée en composés phénoliques totaux.

% Leratio

La détermination du ratio (liquide/solide) est réalisée en fixant la masse de la matiére
solide (1g de la poudre) et en variant la phase liquide : 10, 20,30 et 40 ml (solvant). Les autres
paramétres étant fixés aux valeurs optimisées précédemment.

% Concentration du solvant

La meilleure concentration du solvant a été déterminée en utilisant le meilleur solvant
avec des concentrations de 30, 50, 80 % (v/v). La meilleure concentration du solvant a été

choisie en se basant sur la valeur la plus élevée des polyphénols.
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1.3.3. Conception expérimental

Les plans d’expérience permettent d’organiser au mieux les essais qui accompagnent des
recherches scientifiques ou des études industrielles, et d’obtenir le maximum de
renseignements avec le minimum d’expériences. Box-Behnken Design (BBD) est un modéle
du seconde degreé a plusieurs variables. Il est facile a mettre en ceuvre et posséde la propriété
de séquentialité. On peut entreprendre 1’¢tude des k premiers facteurs en se réservant la
possibilité d’en ajouter de nouveaux sans perdre les résultats des essais déja effectués (Goupy

et Creighton, 2005). Ses principales caractéristiques sont (Bezzera et al., 2008) :

R/

% Nécessite un nombre d’expérience N= 2k (k-1) + Cp...(1), ou k est le nombre de
facteur et Cp est le nombre de point centraux.

% Tous les niveaux de facteurs doivent étre seulement a trois niveaux (-1, 0, +1) avec des
intervalles réguliers.

Dans le cadre de notre étude, nous nous sommes appliqués a la réalisation d’un plan de
Box-Behnken de trois niveaux pour évaluer D’effet combiné de quatre variables
indépendantes : % solvant, le temps, la puissance et le ratio (liquide / solide) qui sont désigné
par A B, C et D respectivement. L’étude préliminaire qu’on a effectuée, nous a permis de
déterminer les niveaux bas et hauts pour les variables influencant sur les expérimentations qui
sont illustrées dans le tableau suivant :

Tableau 111 : les variables indépendantes et les niveaux de facteurs influencant sur

I’extraction assistée par micro-onde.

Les variables indépendants Niveaux des facteurs
-1 0 +1
A Ethanol (%) 30 50 80
B: Temps 30 120 180
C: Puissance 400 700 900
D: Ratio (liquide/ solide) 20 30 40

Selon la formule (1), 27 expériences seront realisées de maniere a pouvoir estimer le
modele mathématique de la réponse investiguée.
Les diverses réponses, analyses de données et interprétations seront réalisées en

utilisant le plans d’expériences. La méthodologie des surfaces de réponses va permettre de
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modéliser les réponses étudiées sous la forme d’une équation polynomiale du second degré ci-

apres :

y =ap+a1A+aB+azC+asDa+arA1By+a3BC+azyCD+asAC+asAD+aBD+

a;A>+a,B%+a;C%+a,D*+E

Avec : ao, a1, ay, as, a4, a12, Az3, Azq, 13, A14 €t A4 : SONt les coefficients de régression,

A, B, C et D: sont les facteurs étudies ;

y : la réponse mesurés ;

E : Perreur.
I.4. Extraction par la méthode conventionnelle

L’extraction par macération et par agitation a été réalisee avec les paramétres
optimaux obtenus avec ’extraction par micro-onde suivant le protocole de (Khizar et al.,
2009).

1g de poudre a été mélangé avec 25ml d’éthanol a 70%(v /v), et a été soumis a une
agitation pendant 1h sur une plaque agitatrice, le mélange a ensuite été centrifugé a 5000 tour
/min pendant 15 minutes, le surnagent a été récupéré et le culot a subit une deuxieme
extraction avec 20ml d’éthanol afin de conserver le méme rapport de poids. Apres
centrifugation, le surnagent a été additionne au volume obtenu.
I.5. Le rendement

Les extraits récupérés (conventionnel et micro-onde) ont été mis a 1’étuve a 40°C
pendant 48h afin d’évaporer le solvant et jusqu'a obtention d’un poids constant, puis ils ont
¢été reconstitués dans 1’éthanol 70%. Le rendement d’extraction a été calculé.
P1 : poids de I’extrait évaporé et du creuset. R% = P;- Py« 100
Po : poids du creuset vide.
1.6. Dosage des composés phénoliques totaux

Le dosage des composés phénoliques pour la méthode conventionnelle et micro-onde
a été réalisé selon la méthode d’écrite par (Georgé et al., 2005) utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteau. 2.5ml de ce réactif (10%) ont été mélangés avec 25ul d’extrait et 475ul d’eau
distillée, aprés 2 minutes, 2ml de carbonate de sodium a 7% ont été rajoutés et 1’absorbance
a été mesuree a 760nm contre un blanc aprés 15minutes d’incubation a 50°C au bain Marie.

Les teneurs en composés phénoliques ont été estimés en se référant a une courbe

d’étalonnage obtenue a différentes concentrations d’acide gallique et exprimés en mg/g de

poudre (Annexe V).
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1.7. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode colorimétrique décrite par
(Bonvehi et al., 2001). 1 ml du chlorure en aluminium (AICl; 2%) a été ajouté a 1 ml
d'extrait, et I’absorbance a ét¢ mesuré a 430nm contre un blanc aprés 15 minutes d’incubation.
Les résultats sont exprimés en mg EAG/g de poudre (Annexe V).
I.8.Activité antiradicalaire sur le radical DPPH

L’activité antiradicalaire des extraits d’oignon rouge sur le DPPH (2.2-diphényle-2-
picryl-hydrazyl) a été déterminée selon la méthode de (Stephanie et al., 2009). Différentes
concentrations d’extraits ont été préparées (100ug a800ug) et additionnées a 3ml de la
solution du radical. Les absorbances ont été mesurées a 515nm aprés 20 minutes d’incubation.

Les résultats d’inhibition du radical DPPH sont exprimés en pourcentages :

%d’inhibition= [(Abst— Abse) / Abs] x 100%.

Abst: Absorbance du témoin;
Abse : Absorbance de 1’échantillon.

Les concentrations correspondantes a 50% d’inhibition (ICso0) ont été déterminées a
partir des graphiques de la variation des pourcentages d’inhibition en fonction de la
concentration.

I1. Enrichissement des huiles de soja et d’olive par I’extrait phénolique de I’0oignon rouge

L’enrichissement a été réalis€ en incorporant aux deux huiles une aliquote des extraits
phénoliques de I’oignon rouge a des concentrations différentes. Ces molécules sont
transférées a la phase huileuse en fonction de leur solubilité. Le mélange a été soumis a une
agitation pendant 30 minutes.

L’évolution de la quantité en composés phénoliques totaux a été suivie par dosage
colorimétrique contre des huiles témoins.

I1.1. Préparation des extraits phénoliques des huiles

L’extraction des composés phénoliques totaux a partir des deux huiles enrichies et des
huiles témoins a eté réalisé selon la méthode de (Kalantzakis et al., 2006). 5g de chaque
huile a été mélangée avec 10ml d’hexane et 10ml méthanol/eau (60/40), puis elles ont été
centrifugées a 3500 tours/min pendant 10min, et la phase polaire (extrait méthanolique) a été

récupérée. La phase apolaire (héxanique) a suivi une deuxieme et une troisieme extraction par
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I’ajout du méthanol, et les trois phases polaires ont été mélangées (extraits phénoliques
méthanoliques).
11.2.Dosage des composés phénoliques

Le dosage des polyphénols totaux des extraits d’huiles végétales enrichies et témoins a
été réalise selon le méme protocole établi pour le dosage des extraits phénoliques de 1’oignon
rouge, avec une prise d’essai de 500ul (Georgé et al., 2005).
11.3.Dosage des pigments

Le protocole adopté au dosage des chlorophylles et des caroténoides est celui de
(Minguez-Mosquera et al. 1991). Un échantillon de 7,5g d’huile est ajusté a 25 ml du
cyclohexane. Le maximum d’absorption a 670 nm renseigne sur la fraction chlorophyllienne,
alors que la fraction caroténoide est détectée a 470 nm. La valeur du coefficient d’extinction
spécifique appliquée est E0=613 pour la pheophytine comme composant majeur des
chlorophylles et E0=2000 pour la lutéine comme caroténoide majeur. Ainsi le contenu en
pigments est déterminé comme suit : Chlorophylle = Agr. 10% 613. 100. T
Avec :
A : absorbance Caroténoide = A47o. 10%/ 2000. 100. T

T : trajet optique (épaisseur de la cuve)
11.4. Paramétre physico-chimique
11.4.1. Acidité

L’acidité¢ de nos huiles est déterminée selon la méthode A.O.C.S(64/1992) apres
dissolution de 10g d’huile dans 75 ml d’alcool éthylique, les acides gras présents sont titrés a
chaud a I’aide d’une solution d’hydroxyde de sodium (0,1 N) en présence d’un indicateur
coloré qui est la phénolphtaléine. Un essai témoin (sans matiere grasse) est réalisé dans les

mémes conditions. Les résultats sont exprimés en % (m/m) d’équivalent acide oléique selon la

formule :

Acidité (%) = (M x N x V) / P x 10

M : poids moléculaire adopté pour I’expression de 1’acidité avec PM acide oléique=282
N : normalité de la solution NaOH a 0,1N ;
V : volume de la solution NaOH nécessaire ;

P : poids de la prise d’essai (g).
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11.4.2. Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde (IP) est le nombre de milliéquivalents d'oxygéne actif par
kilogramme de corps gras oxydant l'iodure de potassium avec libération d’iode (Adrian et al.,
1998).

L’indice de peroxyde est déterminé selon la méthode A.O.C.S(8-53/ 1992). 5g d’huile
est mis en solution avec 12 ml chloroforme, 18 ml d’acide acétique, et 1ml d’une solution
saturée d’iodure de potassium sont ajoutés. Aprés réaction pendant 1min a I’obscurité, 75 ml
d’cau distillée est ajouté et I’iode libéré est titré par une solution de thiosulfate de sodium 0,01
N en présence d’empois d’amidon comme indicateur.

Un essai témoin est réalisé dans les mémes conditions. L'indice de peroxyde (IP) est

exprimé en milliéquivalent d'oxygeéne actif par kilogramme selon la formule:

IP (meq O,/ kg) = N (V1 —Vp) x 1000/m

Vo : volume en ml de la solution de thiosulfate de sodium utilisé pour 1’essai a blanc ;
V1 : volume en ml de la solution de thiosulfate de sodium utilisée pour 1’échantillon ;
N : normalité de la solution de thiosulfate de sodium 0,01N ;

m : masse de la prise d’essai.

11.4.3. Absorbance spécifique dans I’ultraviolet

La spectrophotométrie ultraviolette est basée sur les pouvoirs que possedent certaines
substances a absorber de 1’énergie lumineuse. Les produits d’oxydation des huiles chauffées
ont des spectres caractéristiques dans ’'UV.
La méthode est fondée sur le fait que les hydroperoxydes linoléiques absorbent a 232nm. Et
que les produits non volatils de décomposition des hydroperoxydes, représentés
essentiellement, par des acides oxydés (en particulier des cétones insaturées) absorbent a
270nm.

L’extinction spécifique est déterminée selon la méthode décrite par réglement (CCE)
N°2568/91 0,25 g d’huile sont dissouts dans 25 ml de cyclohexane. L’absorbance est mesurée
a deux longueurs d’ondes 232 nm et 270 nm. Les coefficients d’extinction E,3; et Ez7o sont

exprimés par I’équation suivante :

Eicm [:‘H*j o "q.l .-"'r cD
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E 1cm : Extinction spécifique a la longueur d’onde A ;
A : Densité optique a la longueur d’onde A ;

D (cm) : Epaisseur de la cuve ;

C (g/100ml) : Concentration de la solution.

11.4.5. Couleur

La mesure de la couleur de l'huile se fait par I'utilisation d'un «calorimetre
Lovibond» en se référant a la méthode A.O.C.S. (12¢/1992).

Cette méthode consiste & comparer la couleur de la lumiére transmise a travers une
certaine couche d’huile contenue dans une cuve a face paralléle a la couleur de la lumicre
provenant toujours de la méme source transmise a travers des lames colorées standardisées a
I’aide d’un monoculaire. Les verres et 1’échantillon sont éclairés par réflexion sur un bloc de
carbonate de magnésium. L’échantillon a été analysé dans une cellule de (5pouces et 1/4) et
sa couleur a été déterminée en faisant la comparaison avec les lames de la cellule standard.
Les valeurs de la couleur sont données comme suit : Xj, Yr.

Ou:

J : la couleur jaune ;

R : la couleur rouge ;

X, Y : les valeurs déterminés par Lovibond.
11.4.6. Mesure des composés polaires

La mesure des composés polaires de I'huile a été faite par I'utilisation d'un «Testeur
OPTIFRY». Cet appareil permet une mesure précise des composés polaires présents dans
I'nuile et une approche des polymeéres responsables de la dégradation des huiles de friture.
Avant de commencer la mesure, un controle des différents parametres de 1’appareil a été
effectué. Le résultat est affiché aprés environs 5secondes.

I11. Activité antiradicalaire sur le radical DPPH des extraits d’huiles d’olive

L’effet des extraits méthanoliques des différents échantillons d’huile témoins et
enrichies sur le radical DPPH est mesuré, en utilisant le protocole de Stephanie D et al.
(2009). 1ml de chaque extrait a été ajouté a 3ml de la solution DPPH préparée a 60uM dans
du méthanol. L’absorbance a été mesurée a 515nm aprés 20min d’incubation a 1’obscurité.

Les pourcentages d’inhibition du radical DPPH sont déterminés selon la formule suivante.

%d’inhibition= [(Abst— Abse) / Abs] x 100%.
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Abst: Absorbance du témoin;
Abse : Absorbance de 1’échantillon.
111.1. Evaluation de la stabilité oxydative des I’huiles enrichies

Afin d’étudier I’influence des composés phénolique extraits a partir de 1’oignon rouge
sur la stabilité oxydative de I’huile d’olive vierge et I’huile de soja, des séries de tests ont été
effectués.
111.1.1. Stabilité oxydative utilisant le Rancimat

Pour évaluer la qualité des huiles étudiées, il convient d'estimer de fagon rapide et
simple, leur stabilité et durabilité par un test d’oxydation accéléré. Le principe du Rancimat
consiste a vieillir prématurément les matieres grasses par décomposition thermique a 98°C,
sous un bullage intensif d’air. Les acides organiques, produits de dégradation de cette
oxydation poussée, sont entrainés par un courant d’air et recueillis dans une cellule de mesure
remplie d’eau distillée. Le temps d’induction est déterminé par conductimétrie et correspond
au TIR.
La spécification de TIR (Temps d’Induction au test Rancimat, exprimé en heures) correspond
au temps pendant lequel la matiére grasse a résisté a un stress oxydatif.
Le test au Rancimat offre 1’avantage de suivre plusieurs échantillons en paralléle, avec des
durées d’analyse réduites (Rahmani, 2007).
I11.2. Procédure de friture

L’huile de soja (enrichie et témoin) ont été soumises a un chauffage électrique par
I’utilisation d’une friteuse électrique de marque PHILIPS. Des pommes de terre découpées en
frites de taille plus ou moins égales ont été réparti dans 10 groupes, chacun d’entre eux est
constitué de 250 g de frites. Le rapport frites /volume d’huile est respecté (Annexe V).
Aprés chauffage du bain d’huile jusqu'a 180°C, la friture est entamée en introduisant la
premiere pesée de frite sans salaison, tout en fixant le temps de cuisson a 3 min, suive de la
deuxiéme, troisiéme et jusqu’a la cinquiéme friture en respectant les mémes conditions (3min
de cuisson et 180°C), juste apres la cinquiéme friture, 150 ml d’huile ont été prélevés dans un
tube (préforme de bouteille d’huile), sans aucune période de refroidissement. Le procédé de
friture est repris dans les mémes conditions aprés ajustement des parameétres (poids des
frite/volume de 1’huile). 150 ml d’huile ont été préleves dans un autre tube apres la derniére
friture (dixieme).

Les tubes d’huile récupérés ont été conservés dans le réfrigérateur pour arréter toutes

les réactions d’oxydation.
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Afin de déterminer le degré d’altération des deux huiles au cours des fritures répétées,
nous avons déterminé plusieurs paramétres  physico-chimiques (acidité, IP, couleur,
composeés polaires) contre une huile enrichie témoins (n’ayant subit aucun chauffage)

111.3. Analyse statistique

Les résultats representent la moyenne des trois mesures plus ou moins un écart type.
Une étude statistique a été réalisée pour la comparaison des résultats et la mise en évidence
des différences significatives entre les échantillons, et ce, pour chaque parametre en

appliquant une analyse de la variance (ANOVA) par le test de tukey-HSD a 1’aide d’un

logiciel JMP. Le degré de signification des résultats est pris a la probabilité p<0,05.
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l. Caractérisation de I’oignon rouge
|.1.Evaluation du taux d’humidité et I’activité de I’eau

L’activité de 1’eau ainsi que I’humidité sont des parametres importants a évaluer dans
un echantillon. Ils permettent de déterminer les conditions optimales de sa conservation. Les
résultats de cette analyse sont présentés dans le tableau IV.

Tableau 1V: Taux d’humidité et ’activité de 1’eau d’oignon rouge.

Test Teneur (%)

aw (Lactivité de I’eau) 0,32%
Taux d’humidité 13%

Les résultats du teste d’humidité montrent que la poudre testée posséde un taux
d’humidité de 13% et une activité d’eau de 0,32%. Ceci indique que notre poudre est pauvre
en eau. Cela a une importance majeur pour I’extraction des polyphénols, vue que les cellules
végétales contiennent différents types d’enzymes, susceptibles de provoquer des
modifications des composés phénoliques contenus dans le matériel végétal ainsi que leur
dégradation par le phénomeéne d’oxydation (Rolland, 2004).

1.2. Extraction des composés phénolique

Le réactif de Folin Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange
d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PM012040). Il est
réduit, lors de I'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleus de tungstene et de
molybdéne (Ribereau, 1968). La coloration produite, est proportionnelle a la concentration
en composés phénoliques présents dans les extraits végétaux.

Les principales sources alimentaires en composés phénoliques sont les fruits et les
Iégumes qui contribuent environ pour moitié a notre apport en ces phytomicronutriments
(Middleton et al., 1992). L’oignon rouge constitue également une bonne source en ces
COMpOSES.

1.2.1. Extraction des composés phénoliques par micro ondes

En général, Defficacité d’extraction d’un composé est influencée par de multiples
parameétres tels que : le temps, la puissance, 1’acidité et la polarité du solvant entre autre. Les
effets peuvent étre indépendants ou interactifs (Chandrika et Shahidi, 2005). L’influence de
ces parametres a une importance majeure sur le rendement d’extraction des composés

phénoliques.
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La procédure d’optimisation est initiée par des études préliminaires afin de choisir les
conditions appropriées pour 1’extraction. Cependant, celles-ci ne peut pas étre généralisées a
tous les phytomicronutriments existants dans les différentes matrices végétales (Wettainghe
et Shahidi ,1999).

1.2.2. Etudes préliminaires
1.2.2.1. Effet de solvant d’extraction

Le méthanol, I'éthanol et I'acétone separément ou mélangés avec de I'eau sont utilisés
généralement pour extraire les composés phénoliques a partir de I’échantillon (Uma et
al.,2010).

D’aprés les résultats obtenus, tous les solvants ont la capacité d’extraire les composés

phénoliques totaux (figure n°05).
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Figure n°05 : Effet du solvant d’extraction.

L’analyse statistique révele une différence significative a p<0,05 entre le taux de
polyphénols totaux extrait par I’eau et les deux autre solvants 1’éthanol et 1’acétone.
Les taux d’extraction en polyphenols totaux les plus élevé sont enregistrés par les extraits
éthanoliques suivis des extraits acétoniques avec des teneurs de 13,83 mg EAG /g de poudre
et 13,31 mg EAG /g de poudre respectivement, alors que I’extraction par I’eau a donné un
taux faible de 11,09 mg EAG/g de poudre mais qui reste important.

Suite a I’étude réalisée, on constate que 1’éthanol reste le solvant le plus approprié
pour cette extraction. en effet, I'éthanol est un solvant généralement le plus appliqué pour des
raisons hygiéniques et d'abondance (Kiassos et al., 2009), et par conséquent il a été employé

comme solvant d’extraction pour la suite de nos analyses.
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1.2.2.2. Effet de différentes puissances de micro-onde sur I’extraction des polyphénols
D’apres les résultats obtenus, on constate que I’extraction des composés phénolique a
été considérablement influencée par la puissance de micro-onde. Les taux des composés
phénoliques augmentent avec ’augmentation de la puissance d’extraction avec un taux
maximal de 13,81 mg EAG /g de poudre & 700watt, au de la de cette puissance le taux en ces
composés diminue légérement, on enregistre une teneur de 13,53 mg EAG /g de poudre a

900watt (figure n°06).
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Figure n° 06 : Effet de différentes puissances de micro-onde sur I’extraction des polyphenols.

L’analyse statistique montre qu’il existe une différence significative a p<0,05 entre
400 watt, et les deux autre puissances (700 et 900 watt), par contre aucune différence
significative n’est enregistrée entre 700 et 900 watt.

Ballard et al. (2010) ont étudié I’effet de la puissance des micro-ondes sur I’extraction
des composés phénoliques totaux. Ils ont trouvé que la puissance augmentait
considérablement les teneurs en CPT, ce qui confirme nos résultats obtenus.

Les températures élevées influencent la solubilité des composés phénoliques,
augmentent la vitesse de diffusion avec un transfert de masse accru, cependant, il convient de
noter que I’augmentation de la température au-dela de certaines valeurs peut favoriser le
risque de degradation thermique et la decomposition possible des composeés phénoliques
(Chan et al., 2009).

Dans cette analyse, I’intervalle optimal concernant la puissance de micro-onde a été

définie entre 400-900watt.
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1.2.2.3.L’effet de différents temps d’extraction
Les résultats de I’effet du temps sur I’extraction des composés phénoliques des extraits

d’oignon rouge sont présentés dans la figure n°7.
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Figure n° 07 : Effet de différents temps d’extraction sur les polyphénols.

Le temps d’extraction est un autre parameétre principal du procédé d’extraction. Les
résultats obtenus indiquent que plus le temps d’extraction est long, meilleur est le taux des
composes phénoliques avec une valeur maximal de 13,83 mg EAG /g de poudre a 120s. Au
de la de cette période, le rendement baisse d’environ 39% (a 180s). En effet, plusieurs
chercheurs ont attiré 1’attention a la possibilité de 1’oxydation de ces composés si le temps
d’extraction est long (Talli et al., 2010). Aucune différence significatif a p<0,05, entre les
trois temps d’extraction n’a été enregistrée. Une augmentation du temps d’extraction de 30 a
120s est accompagnée d’une augmentation en CPT de 10,25 a 13,83 mg EAG /g de poudre
respectivement. De ce fait, la prolongation du temps d’extraction des CPT fait accroitre le
rendement. Cependant une exposition prolongée des rayonnements électromagnétiques
pendant le processus d’extraction au micro-onde peut mener a la dégradation thermique des
constituants bioactifs (Khizar et al., 2010).

I1 ressort de ces résultats, que I’intervalle de temps optimal se situe entre 30s-180s.
1.2.2.4. L’effet de différents rapports liquides/solides sur I’extraction des polyphénols

L’impact du rapport solide/liquide sur I’extraction des polyphénols d’oignon rouge est
mesuré avec les rapports 1 /10, 1 /20, 1 /30, 1/ 40 ; P/ V (figure n°08). Une différence

significative a p<0,05 est enregistrée entre les différents rapports.
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Figure n°08: Effet de différents rapports liquide/solide sur I’extraction des polyphénols.

En augmentant le rapport solide/liquide de 1/10 a 1/30, on obtient un meilleur
rendement d’extraction qui passe de 7,40mg EAG/g de poudre a 15,52 mg EAG/g de poudre
respectivement, au de la de ce rapport les taux en composes phénoliques diminues de presque
de moitié, il passe de 15,52 & 7,75 mg EAG/ g de poudre.

Suite aux résultats obtenues, le rapport du solide /liquide 20-30 ml/g a été considéré
comme intervalle optimal.
1.2.2.5. L’effet des différentes concentrations du solvant sur I’extraction des polyphenols
totaux

L’influence da la concentration du solvant sur le rendement en composés phénoliques

totaux des extrais étudiés est illustrée dans la figure n°09.

20 -
— b
K C
O 15 A a
h
o> 10 -
£
K5
@)

0
Etoh 30 etoh 50 etoh 80
concentration ethanol

*Les mémes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (p<0,05)

Figure n°9 : L’effet des différentes concentrations du solvant sur I’extraction des
polyphenols.
L’analyse statistique révele une différence significative a p<0,05 entre les différentes

concentrations. L’éthanol 50% a donné un meilleur rendement en polyphenols totaux avec un
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taux de 16,01mg EAG/g de poudre, suivie de 1’éthanol 80% avec une teneur de 13,92mg
EAG/g de poudre, alors que 1’éthanol 30% a donnée le taux le plus bas de 10,64 mg EAG/g
de poudre.

En effet, ces reésultats concordent avec les travaux réalisés dans le méme contexte par
Yap et al. (2009) et Chan et al. (2009), qui ont étudié I’influence de la concentration du
solvant sur ’extraction des polyphénols totaux en utilisant I’éthanol ; ainsi que I’étude faite
par Santas et al. (2008) sur des oignons ou 1’éthanol 70% a donné un meilleur rendement en
CPT.

Les combinaisons de solvants tels que le méthanol, I’éthanol et 1’acétone avec 1’eau
font améliorer 1’extraction des composés phénoliques glycosylés (Talli et al., 2010).

D’apres les résultats obtenus, il apparait que 1’intervalle optimal concernant la concentration
de I’éthanol dans 1’cau est défini entre 30-80% (V/v).

1.2.3. Optimisation des conditions d’extraction des composés phénolique totaux
L’optimisation des conditions d’extraction par micro-onde a été raporté dans plusieurs études
(Bezzera et al.,2010 ; Radojkovica et al. 2012). En général, I’efficacité d’extraction d’un
composé est influencée par plusieurs parameétres comme la température, le temp d’irradiation
et la polarité du solvant. Leur effets peuvent etre indépendants ou interactifs.

Basées sur les observations des études préliminaires, les gammes de chaque variable
indépendant (concentration en €thanol, puissance d’extraction, temps d’extraction et le ratio
liquide/solide) influencant le CPT ont été choisies. Les données expérimentales obtenues a
partir des 27 essais ont été analysées aléatoirement a 1’aide d’un plan d’expérience Box-
Behenken Design (BBD). Les réponses mesurées sont comparées a celles prédites pour
I’estimation de 1’écart et I’erreur expérimentale afin de vérifier la validité du modéle choisi.

Les résultats ont montré que la teneur en polyphénols totaux varie de 8.12 a 12.35 mg
EAG/g de poudre, impliquant que les facteurs (concentration du solvant, puissance, temps et
le ratio) ont une influence significative sur le rendement d’extraction de ces composés
bioactifs. Les résultats de cette présente étude sont en concordance a celles trouvés par
(Ballard et al., 2010).

Le tableau V montre que la concentration d’ethanol (A) a (p<0.0015), a un effet
hautement significatif sur le taux de CPT extrait. Cependant le temps d’extraction (B), la
puissance d’extraction (C) et le ratio liquide-solide (D) n’ont pas un effet significatif a
(p<0,05).
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La modélisation mathématique de I’extraction des CPT en fonction des différents
parametres est représentée par 1’équation suivante qui montre la relation entre la concentration
de solvant (A), le temps (B), la puissance (C) et le ratio (D) et la teneur en composés

phénoliques totaux CPT (Y) dans I’extrait.

Y =+10.38+0.52 * A-0.18 * B+18,03* C-0.28 * D +1.48 * A * B +0.025 * A * C-0.91
* A * D-0.79 * B * C-0.31 * B * D-0.030 * C * D-0.20 * A2+0.58 * B2 1.34 *

C20.60*D2

Tableau V: analyse de la variance (ANOVA) des expériences exprérimentales.

Source SC d.d.l C Valeur prob>F
Modele 34.2901122 14 | 2.449293773 | 13.24213713 | <0.0001
A 3.22303333 1 3.224033333 | 17.43077616 | 0.0015
B 0.40333333 1 0.403333333 | 2.180626664 | 0.1678
C 0.00044444 1 0.000444444 | 0.002402894 | 0.9618
D 0.77469444 1 0.774694444 | 4.188395112 0.0654
AB 8.791225 1 8.791225 47.52986689 | <0.0001
AC 0.0025 1 0.0025 0.013516281 | 0.9095
AD 3.294225 1 3.294225 17.81026828 | 0.0014
BC 2.5281 1 2.5281 13.66820397 | 0.0035
BD 0.390625 1 0.390625 2.111918902 | 0.1741
CD 0.00225 1 0.00225 0.012164653 | 0.9142
A? 0.20437041 1 0.204370 1.104931484 | 0.3157
B? 1.76776175 1 1.767761775 | 9.557425941 0.0103
C2 8.83310291 1 8.833102991 | 47.75628022 | <0.0001
D2 1.73642942 1 1.736429422 | 9.388027183 | 0.0108
Résidual | 2.03458333 11 | 0.184962121
Lack of fit | 1.813516667 9 0.201501852 | 1.822996247 | 0.4041
Pure Error | 0.221066667 2 0.110533333
C.Total | 36.32469615 | 25
R2 0.9440
R2 adj 0.8727
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29

'




Résultats et discussion

1.2.3.1. Analyse de la surface de réponse
1.2.3.1.1. Intéraction concentration solvant/temps d’irradiation

La figure 08 (A) montre la surface de reponse qui presente 1’effet de concentration de
solvant et le temps d’irradiation sur I’extraction des composés phénoliques. Une augmentation
de la teneur en CPT a été observée avec I’augmentation de la concentartion de solvant de 45-
65 % et le temps d’irradiation de 55-80s, mais la tendance a été renversée lorsque le rapport a
atteint une certaine valeur. En effet, a un temps de 85-180s et solvant de 70-80%, une
diminution remarquable de la quantité de composé extrait est constatée ce qui est démontré
dans I’étude préliminaire lors de 1’étude de la cinétique d’extraction sous I’effet d’irradiation
microonde. Une longue exposition aux radiations micro-ondes entraine une dégradation de

certains constituants thermolabiles (Kormin et al., 2010).

Polyphenols Totaux

Polyphenol

Polyphenols Totaux

Figure 08: Surface de réponse pour les effets de concentration d’éthanol/temps (A), la
concentration solvant/le ratio (B) et temps/puissance (C) sur le rendement CPT d’oignon

rouge.
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1.2.3.1.2. Interaction de la concentration d’ethanol et le ratio liquide-solide

La figure 08 (B) montre la surface de reponse qui presente 1’effet de concentration de
solvant et le ratio sur I’extraction des composés phénoliques. Une augmentation de la teneur
en CPT a été observée avec 1’augmentation de la concentartion de solvant de 45%-80% et le
ratio liquide/solide environ de 20-35 ml/g.La stabilité de la teneur en CPT a été observée dans
tout le domaine de la variation du facteur ratio, lorsque il atteint une certaine valeur (ratio de
35-40ml/qg).

D’aprés Prasad et al. (2011), I’extraction des composés phénoliques dépend en
grande partie de la polarité du solvant et des composés. Un solvant pur peut ne pas étre
efficace pour I’isolement des composés bioactifs. Par conséquent, une combinaison alcool-eau
est plus efficace.
1.2.3.1.3. Intéraction entre le temps d’extraction et la puissance de micro-onde

L'augmentation de la puissance de micro-onde, induit I’augmentation de la teneur en
composés phénoliques jusqu’a une valeur de 10 mg EAG/g de poudre. Cependant une longue
durée d’extraction avec une forte puissance de micro-onde donne une teneur faible. Cela est
due probablement a la dégradation des CPT par les ondes électromagnétiques (Song et
al.,2009). Ce qui explique la valeur maximal de 10,50 mg EAG/g de la poudre a un temps de
180s une puissance de 900 watts, mais si on poursuit I’extraction avec des niveaux tres élevés
pour chaque parametre, la valeur en composés phénolique totaux diminue de 10,50 a 9 mg
EAG/g de poudre (figure 08 C).
1.2.3.1.4. Vérification du model

L’analyse statistique a montré que le coefficient de corrélation R et celui d’ajustement
sont de 0,9440 et 0.8727 respectivement qui sont proches de 1 et un manque d’ajustement du
model qui est insignificative a p<0,05, indiquant que le modeéle pourrait étre utilisé pour
prédire les résultats obtenus en terme de polyphénols par cette technique d’extraction assistée
par micro-onde (tableau V).
1.2.3.1.5. Conditions optimales

Cette ¢tude montre qu’un modéle polynomial d’ordre deux complets peut modéliser
correctement le phénomeéne étudié. Il apparait que les conditions expérimentales optimales,
c’est-a-dire celles conduisant a une maximisation de 1’extraction des polyphénols sont

obtenues au niveau du domaine expérimental dans le tableau suivant :
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Tableau VI: Conditions optimales d’extraction des polyphénols a partir de la poudre étudiée.

Condition optimal Estimation
Le temps 65s
Le ratio 25 g/ml
La puissance 700(W)
La concentration de 70%
solvant

1.2.4. Comparaison entre la méthode d’extraction assistée par micro-ondes et la méthode
conventionnelle

Les teneurs en composes phénoliques totaux ainsi que celles des flavonoides extraites
par la méthode conventionnelle et micro-onde sont représentés dans le tableau:

Tableau V11 : Teneurs en composes phénoliques et des flavonoides de 1’oignon rouge.

Teneur en polyphénols EMO 14,69+0,62°
(EAG mg/g de poudre) EC 15,54+0,37°
Teneur en flavonoides EMO 22 ,72+0,58°
(ER mg/g de poudre) EC 24,08+0,77°

*Les mémes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (p<0,05)

L’analyse statistique sur la teneur en polyphénols et les flavonoides indiquent qu’il
n’ya aucune différence significative p< 0,05 entre les deux méthodes d’extraction, cependant
I’extraction par micro-onde a beaucoup d’avantage tel que la réduction de la durée d’analyse,
et la quantité de solvant, une plus grande pureté du produit final ainsi que la réduction du
temps d’extraction (Pérez et al., 2007 ; Wang et al., 2008 ; Khizar et al., 2009 ).
1.3. L’activité scavenger sur le radical DPPH

Le DPPH est un radical libre de couleur violette, il est réduit en un compose de
couleur jaune en présence de composés antiradicalaires. L’intensité de la coloration, mesurée
au spectrophotomeétre a 515nm, est inversement proportionnelle a 1’activité antiradicalaire
des composés dont on souhaite déterminer I’activité. (Kouame, 2009).
Les extraits phénoliques de I’oignon rouge issue des deux méthodes (conventionnel et par

micro-onde), ont la capacité de réduire le radical DPPH.
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Les ICso enregistrées sont inversement proportionnelles a l'effet scavenger dont les
valeurs faibles reflétent un effet antiradicalaire important (tableau V1II).

Tableau VIII : Activité antioxydante exprimée par 1’ICs0 (ug/ml).

Echantillon IC 50 (pg/ml)
Oignon conventionnelle 700,10°
Oignon micro-onde 749,39

*Les mémes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (p<0,05)

L’analyse de la variance montre qu’aucune différence significative (p<0,05) n’est
enregistrée entre les deux méthodes.

Les extraits phénoliques d’oignon rouge issus des deux méthodes (conventionnelle, et
micro-onde) présentent des activités antiradicalaires appréciables soit des IC50 de
700,10pg/ml et 749,39ug/ml respectivement (Annexe V).

L’activité antiradicalaire pourrait étre interprétée par la différence de la composition
et du contenu en antioxydants, par la diversité structurelle des composés phénoliques ainsi
que par la différence dans la cinétique du potentiel antioxydant. En outre, un effet synergique
entre les antioxydants, fait que 1’activité antioxydante est dépendante non seulement de la
concentration, mais aussi de la structure et [’interaction entre antioxydants
(Pellegrini et Battino, 2006).

Il. Caractérisation de I’huile d’olive
I1.1. Analyse des parametres physico chimique de I’huile d’olive
Le tableau IX, représente les indices de qualités de I’huile d’olive étudiée.

Tableau IX : Les paramétres physico-chimiques d’huile d'olive.

Les paramétres Huile d’olive Normes C.O.1
Acidité (%) 0,26 <0,8
Indice de peroxyde 10,25 <20
(meq O2/kg)
Kasz 2,14 <25
Ka7o 0,211 <0,20
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11.1.1. L’acidité

L’acidité est un paramétre classique qui permet de caractériser les différentes huiles en
évaluant la matiere grasse. Ce parametre détermine la teneur en acides gras libres résultants de
I’hydrolyse des triglycérides (Ben Youssef et al ., 2012).

L’acidité de I’huile étudiée est < a 0.8% d’acide oléique, normes fixées par le C.O.1 (2011)
pour une huile d’olive vierge extra.

Selon El Antari et al. (2000) une faible acidité de 1’huile contribuerait non seulement
a une meilleure qualité commerciale mais aussi a une meilleure résistance a 1’hydrolyse
spontanée qui se produit au cours du stockage, elle indique également que I’huile a été
extraite immédiatement apres la récolte des olives.

11.1.2. L’indice de peroxyde

L’indice de peroxyde détermine les hydroperoxydes et constitue I’un des moyens les
plus directs pour mesurer 1’autooxydation lipidique (Ryan et al., 1998).

L’indice de peroxyde enregistré par 1’huile étudiée est inférieure a la norme du C.O.1 (2011)
pour une huile d’olive vierge extra (< 20 meq d’O2/Kg).

La faible valeur de cet indice dans I’huile étudiée, serait liée d’une part a sa richesse
en antioxydants (les polyphénols) et a 1’état sain des fruits, d’autre part aux bonnes conditions
de transformation des olives (la récolte a la main, de transport, le stockage a 1’air et une
période courte) et du systéme d’extraction. (Ben Youssef et al ., 2012).

11.1.3. Absorbance dans I’ultraviolet

L’absorbance a 232 nm et a 270 nm d’un corps gras renseigne sur le degré
d’oxydation. Les hydroperoxydes absorbent au voisinage de 232nm et les produits
secondaires d’oxydation tel que les aldéhydes et les cétones sont quantifiés a 270nm
(Osawa et al ., 2007).

L’huile analysée, enregistre des absorbances a 232 nm et a 270 nm de 2,14 et 0,21
respectivement, qui s’inscrivent tout parfaitement dans les limites fixées par le C.O.1 (2010),
pour une huile d’olive extra vierge (K232 < 2,5; K 270 <0,20).

Les résultats obtenus témoignent que notre huile contient peu de produits d’oxydation
grace a sa richesse en divers antioxydants qui lui conferent sa stabilité oxydative
(Veilletet al ., 2010).

Compte tenu des résultats des indices de qualité (acidité, indice de peroxyde et

coefficients d’extinction spécifique dans I’'UV « K232, K270 ») qui sont inferieurs aux limites
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établies par le C.O.l1 (2010), notre huile d’olive peut étres classée dans la catégorie extra
vierge.
11.2. Analyse des pigments et des polyphénols totaux de I’huile d’olive témoin

Les teneurs en pigments et en composés phénoliques totaux de 1’échantillon d’huile
étudiée, sont représentées dans le tableau X.

Tableau X: Les teneurs en pigments et en composés phénoliques de 1’huile étudié (témoin).

Les parametres Huile d’olive
Polyphénols totaux (mg EAG/kg) 241,48 0,42
Chlorophylles (mg/kg) 2,59

Carotenoides (mg/kg) 2,35

Les résultats du dosage colorimétriqgue des polyphénols totaux exprimés en
milligrammes d’équivalent d’acide gallique/Kg d’huile enregistrés par I’huile étudiée est de
241,48 mg EAG/Kg.

Montedoro et al. (1992) ont classé des variétés selon leur richesses on composées

phénoliques totaux comme suit :

e Variétés présentant une teneur faible (50-200ppm)
e Variétés présentant une teneur moyenne (200-500 ppm)
e Variétés présentant une teneur élevée (500-1000ppm)

D’aprés cette classification notre huile est classée parmi la variété présentant une
teneur moyenne en polyphenol totaux.

La variété, le degré de maturation des olives, le systeme d'extraction, les conditions du
traitement et du stockage sont des facteurs critiques pour le contenu des polyphénols
(Ollivier, 2004).

Les polyphénols sont naturellement présents dans I’huile d'olive et jouent un réle
important, comme antioxydants lls contribuent a la bonne stabilit¢é de I’huile d’olive
(Ollivier et al ., 2004 ; Paz Aguilera et al., 2005).

Garcia et al. (2009) ont rapportés dans une etude sur les sources d'antioxydants
phénoliques naturelles que les composés principaux présents dans I’huile d'olive sont

I’hydroxytyrosol et le tyrosol ainsi que leurs dérivés. Il a indiqué aussi que le contenu de
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polyphénols différe d’une huile a une autre. Des estimations ont été données (100-300
mg/kQ).

La teneur en chlorophylle obtenue pour I’huile d’olive étudiée est faible (2,59 mg/kg),
en se référant a la fourchette rapportée par (Krichene, 2006) (de 1,37 a 22,01ppm).

Les chlorophylles sont des substances colorantes de I’huile d’olive. Elles jouent un
role important dans l'activité oxydante du produit, due a leur nature anti-oxydante dans
I'obscurité et pro-oxydante dans la lumiere. Une faible teneur en chlorophylle permet de
diminuer les risques d’oxydation des différentes huiles (Tanouti et al., 2011).

Ugurlu Asik. (2011) a signalé que la teneur en chlorophylle diminue au fur et a
mesure de la maturité des olives, elle dépend de la variété, du degré de maturité du fruit, du
processus d'extraction et des conditions de stockage, elles contribuent aussi a la note « fruité »
du gotit I’huile d’olive (Tanouti et al., 2011).

L’huile d’olive étudiée, montre une teneur faible en caroténoides (2,35 mg/kg) mais
qui reste similaire aux résultats obtenus par Krichene. (2006) qui a enregistré des valeurs
comprises entre 0.36 et 6.29 mg/Kg. La teneur en caroténoide dans I’huile d’olive vierge varie
considérablement suivant la variété et le degré de maturation (Cerretani et al ., 2008).

Le faible taux en caroténoides enregistré par notre huile, peut étre due a leur oxydation
pendant le processus de maturation, ainsi qu’a leur réle protecteur contre la photooxydation
en désactivant I’oxygene singulet (Fakourelis et al., 1987; Perrin, 1992).

I11. Caractérisation de I’huile de soja

Les résultats de I’analyse de I’huile de soja sont représentés dans le tableau XI

suivant :
Tableau XI: les analyses de I’huile de soja.
Les parameétres Huile Soja Normes ISO

Acidité (%) 0,06 <0,6

Indice de peroxyde (meq O2/kg) 0,8 <10

Composées polaires 00 <25
Polyphénols totaux (mg/kg) 14,32 /
Chlorophyle (mg/kg) 1,04 /
Caroténoides (mg/kg) 0,049 /
Couleur Rouge 1,1 2
Jaune 10 16
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Les valeurs des parametres physicochimiques ainsi que les teneurs des composés
caractéristiques de I’huile de soja sont inferieures aux normes internationales, ce qui indique
que le procédeé de raffinage de cette huile a été réalisé dans des bonnes conditions.

IV. Enrichissement de I’huile de soja et I’huile d’olive
IV.1.Teneur en polyphénols totaux des huiles enrichies (huile d’olive et ’huile de soja)
Les résultats de la teneur en composés phénoliques totaux des huiles étudiées sont

réprésentes dans la figure n°11.
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Figure n°11 : Teneurs des CPT dans les deux huiles (olive et soja).
*Les mémes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (p<0,05)

L’analyse de la variance montre des différences significatives (p<0,05). La teneur en
polyphénols dans les deux huiles augmente significativement avec I’élévation de la
concentration des extraits phénoliques de 1’oignon rouge, ou elle augmente de 241,48 mg
EAG/Kg pour I’huile d’olive témoin a 272,22 mg EAG/Kg et 312 mg EAG/Kkg avec 25ppm et
50 ppm respectivement. Cette augmentation a été aussi enregistrée par 1’huile de soja ou la
teneur en composés phénoliques totaux a 25ppm est sept fois plus importante que 1’huile
témoin (de 2,16 mg EGA/kg pour huile témoin a 15,67mg EAG/Kg,), et leur teneur atteint
78,88 mg EAG/kg a 150pm soit une augmentation 97%.

Cette augmentation peut étre due a une interaction entre les composés phénoliques de
I’oignon rouge et les huiles étudiées.
IV.2. Détermination de ’activité antioxydant d’huile d’olive
IV.2.1. L activité scavenger du radical DPPH

Les résultats de I’activité antiradicalaire de 1’huile d’olive enrichie et de I’huile témoin

exprimés en pourcentage d’inhibition du radical DPPH (figure n°12), montrent que les huiles
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analysées ont des aptitudes distinctes a piéger le radical DPPH et différentes d’une maniére

significative (p<0,05) entre les trois huiles.
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Figure n° 12: Activité antiradicalaire d’huile d’olive témoin et enrichie sur le DPPH
*Les mémes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (p<0,05)

Les huiles enrichies manifestent les activités les plus importantes contre le radical
DPPH. L’huile enrichie avec 50ppm d’extrait phénolique d’oignon rouge exerce la meilleure
activité, suivie de celle additionnée de 25 ppm avec des inhibitions respectives de 47.36% et
38.59%. La plus faible activité antiradicalaire est constatée pour I’huile t¢émoin qui inhibe que
32,95% du radical DPPH mais qui reste importante.

Chiou et al., (2009) ont montré que I’huile d’olive posseéde une activité antioxydante
élevée avant et apres enrichissement par les feuilles d’olive.

Ces résultats confirment 1’étude réalisée par Sultana et al., (2007) qui ont démontré que
I’élévation de la concentration en composés phénoliques ou leur degré d’hydroxylation est
suivie par ’augmentation de 1’activité antiradicalaire.

IVV.3. Teste de rancimat

Pour estimer la stabilité ou la susceptibilité de I’huile a 1’oxydation, les échantillons
ont été soumis a un test d’oxydation accéléré sous des conditions standardisées a 1’aide d’un
appareil rancimat (Rancimat Metrohm n°743).

Les résultats (Tableau XIT) sont exprimés en temps d’induction (heures), déterminés grace

a une courbe de conductivité (Annexe VI).
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Tableau XI11 : stabilité oxydative des huiles non enrichies et les huiles enrichies mesurée par

le rancimat.

Enrichissement par ppp Temps d’indiction(T)

Huile d’olive

0 ppm 42.44h
25 ppm 39.07 h
50 ppm 3533 h
16.61h
19.27 h
19.24 h
18.87 h
19.16 h

Les valeurs obtenues sont hétérogenes, elles oscillent entre 35,33h a 42,44h pour les
huiles d’olives, et entre 16,61h a 19,27h pour les huiles de soja.

On constate que le temps d’induction maximal est enregistré par I’huile d’olive témoin
(42,44h), bien que I’huile d’olive enrichie avec 50ppm renferme plus de substances
antioxydantes, elle enregistre un temps d’induction moindre (35,33h) Cela peut étre due aux
produits secondaires d’oxydation présents avant le chauffage des huiles ainsi qu’a la
composition en acides gras (Krichene et al., 2010).

Bien que I’huile de soja additionnée de 150 ppm d’extrait phénolique d’oignon rouge
soit plus riche en composés phénoliques totaux, elle note un temps d’induction modeste
(19,16h) par rapport a I’huile enrichie avec 25ppm qui présente un temps d’induction
maximal de 19,27h. De ce fait on constate que la stabilit¢ oxydative de 1’huile de soja est
influencée par la quantité de composés phénoliques ajoutées, mais elle n’est pas
proportionnelle a leur concentration. En effet d’aprés (Pirisi et al) rapporté par
(Ollivier el al., 2004), la stabilité a 1’oxydation, évaluée par le test du Rancimat, ne serait pas
fonctionnelle de la teneur en composés phénoliques .Ces derniers se présentent sous
différentes formes, essentiellement sous forme d’acide phénolique, flavonoides ou
d’anthocyane. IIs interviennent soit en interrompant la phase de propagation de 1’oxydation
soit en activant les catalyseurs d’oxydation. Les limites a la mise en ceuvre des antioxydants
dans les matrices alimentaires sont liées a leurs matrices et leurs interactions avec d’autres
constituants (protéines et composé phénolique) ou aux modifications de couleur ou de
flaveur (Jeanret et al., 2006).
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Il ressort de ces résultats, que I’huile d’olive qu’elle soit enrichie ou pas, présente une
meilleure stabilité oxydative par rapport a I’huile de soja, ce qui s’explique par la richesse de
I’huile d’olive en substances antioxydantes (composés phénoliques, tocophérols,
caroténoides,...etc).

La mesure du temps d’induction sous des conditions standards est généralement
utilisée comme indice d’efficacité antioxydante (Carrasco-Pancorbo et al., 2006).
La stabilité oxydative ne dépend pas seulement du pool en antioxydant, elle est notamment
affectée par les composés prooxydants pouvant exister dans 1’huile (Bester et al., 2008).

V. Détermination des indices de qualité d’huile de soja enrichie au cours des fritures

L’effet des différentes fritures sur les paramétres physico-chimiques de 1’huile de soja
enrichie sont illustrés dans le tableau XIII ci-apres.

Tableau XI11 : Evaluation des paramétres physico-chimique de I’huile de soja enrichie au

cours du chauffage.

Huile de soja IP Couleur Composés FFA
enrichie (ajout (méq /Kg) JR 5°1/4 polaires (%)
de I’extrait (%)
oignon)
Echantillon (Eo) 0.8 10/1.0 00 0.06
sans chauffage
5°M Friture(Ey) 1.2 34/3.1 00 0.08
10°™ 2.2 39/3.9 00 0.08
Friture(E,)
Huile de soja | IP (méq /Kg) Couleur JIR Composés FFA
témoin (non 5°1/4 polaires (%)
enrichie)
Echantillon (Eo)
sans chauffage 0.8 15/1.1 00 0.06
Seme
Friture(E,) 3 18/1.7 1.2 0,0977
10eme
Friture(E,) 1.2 21/2.3 1.4 0.1128
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V.1. Acidité

L’aciditée des deux huiles de soja enrichies et témoins a augmenté en fonction du
nombre de fritures, jusqu’a stabilisation & la 5°™ friture pour I’huile de soja enrichie, qui
passe de 0,06 % (huile non chauffée) pour atteindre 0.08 % a la 10°™ friture, tandis que huile
de soja témoin, I’acidité passe de 0.06% pour atteindre 0.1128%, cette derniere est plus élevee
que celle d’huile enrichie.

Cette fluctuation de 1’acidité des deux huiles est probablement due a une dégradation
hydrolytique occasionnée au cours du procedé de friture (température élevée et présence
d’ecau dans les aliments pomme de terre), et également au temps séparant la prise
d’échantillons et la friture, aussi I’analyse proprement dite, engendrant ainsi la libération des
acides gras libres. (Grandgirard, 1992 ; Vitrac et al 2003 ; Avellan et Alfos . 2005).

Les résultats révelent, que le chauffage influence I’acidité des deux huiles avec une
meilleure performance pour 1’huile de soja enrichie.

V.2. Indice de peroxyde

Les valeurs obtenues pour I’indice de peroxyde pour I’huile de soja enrichie, évoluent
de 0,8 Méq g d°0/Kg (avant friture) a 1,2 Méq g d’O,/Kg a la 5°™ friture, pour atteindre un
maximum de 2,2 Méq g d’0,/Kg & la 10°™ friture, dans le cas de huile de soja témoins,
I’indice de peroxyde passe de 0,8 Méq g d’O,/Kg (avant friture) pour atteindre un maximum
de 3 Méq g d’0,/Kg & la 5°™ friture, puis il diminue pour atteindre & la 10°™ friture (1,2 Méq
g d’0,/K).

La formation des peroxydes (composés primaires) pendant le procédé de friture est
expliqué par I’exposition des deux huiles a de haute température (180°C), en présence de 1’air
libre(Oy), qui favorise les réaction d’oxydation cela se traduit par I’augmentation de ’indice
de peroxyde (Osawa et al., 2012). Ces produits radicalaires primaires, sont instables. Ils se
transforment (phase de déclin) en d’autres produits secondaires, tel que les aldéhydes, les
cétones (Vitrac et al.,, 2003), ce qui explique la diminution de I’indice de peroxyde pour
I’huile de soja témoins.

D’apres les résultats obtenus, I’huile de soja enrichie présente une meilleure résistance

au chauffage par rapport a I’huile témoins (non enrichie).
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V.3. Couleur

L’altération des huiles de friture, se traduit par une intensification de la couleur
d’origine exprimée en unité¢ de jaune et rouge nécessaires pour 1’obtention de la couleur
adéquate des échantillons analysés.

Les résultats obtenus, indiquent que le nombre des unités rouges et jaunes augmentent
en fonction du nombre de fritures pour les deux huiles.

Pour I’huile enrichie, la couleur jaune augmente de 15 unités (avant friture) a 34
unités et 5 unité aprés 5™ et 10°™ friture respectivement, quant a la couleur rouge, celle-ci
évolue de 1.0 (avant friture) & 3.1 et 3.9 aprés la 5°™ et 10°™ friture respectivement,
contrairement a 1’huile témoins la couleur jaune augmente de 15 unité (avant friture) a 18
unités et 21 unités aprés 5°™ et 10°™ fritures respectivement.

Cette augmentation pourrait s’expliquer par la présence de polyméres thermo-oxydés
(Melton et al., 1994), qui résulte du brunissement de I’huile de friture par les réaction de
Maillard et aussi de la dégradation des substances colorantes naturelles présentes dans I’huile
d’origine (Pokorny, 2003). La couleur peut également étre influencée par la nature de
I’aliment a frire (Perrin, 1992).

V.4. Composeé polaire

Les teneurs en composés polaires de 1’huile de soja témoins, augmentent avec
I’augmentation du nombre de friture. En effet, elle passe de 0% (avant friture) a 1,2 a la peme
friture et 1,4 aprés la 10°™ friture, par contre dans 1’huile de soja enrichie, aucune apparition
des composés polaire n’a été enregistrée au cour des différentes fritures, ce qui est expliqué
par sa richesse en composés phénoliques qui assure sa stabiliteé.

D’apres les résultats obtenus, il apparait que les huiles enrichies par les extraits
phénoliques de 1’oignon rouge, présentent une meilleure stabilit¢ lors des différents

chauffages gréce aux substances antioxydante qu’elle renferme.
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Cette étude a été menée dans le but d’optimiser I’extraction des composés
phénoliques par micro-onde a partir d’Allium cepa, et 1’évaluation de I’enrichissement des
huiles végétales a savoir 1’huile d’olive extra vierge et I’huile de soja par les polyphénols
d’Allium cepa (oignon rouge).

D’aprés les résultats obtenus, 1’optimisation d’extraction par microonde des
polyphénols d’oignon rouge montrent que cette méthode peut étre une alternative a la
méthode conventionnelle car elle nous a permis d’avoir le méme rendement avec un gain
important du temps d’extraction et I’activité biologique des polyphénols n’a pas été affectée.

Une analyse quantitative des composés phénoliques totaux des échantillons d’huiles
enrichies et témoins a été réalisée. L’analyse statistique a révélée des différences
significatives entre ces deux huiles (enrichie et témoins). En effet les teneurs en composes
phénoliques varient selon la quantité d’extrait phénolique ajoutée entre 272mg/kg (a50ppm)
pour I’huile d’olive et 78,8mg/kg (a150ppm) pour I’huile de soja. Ces valeurs sont nettement
supérieurs aux huiles témoins (241,481 mg/Kg pour I’huile d’olive, et 2,16 mg/Kg pour
I’huile de soja), ce qui suggere de dire que I’enrichissement a permis de fortifier le potentiel
en polyphénols des huiles étudiées.

L’activité scavenger sur le radical DPPH de I’huile d’olive enrichie et témoins, réveles
une augmentation du pourcentage d’inhibition dans les huiles enrichies, il passe de
32.95%(huile d’olive témoins) a 47,36% (huile d’olive enrichie avec 50ppm), ce qui
témoigne I’efficacité de I’enrichissement.

Néanmoins, ’évaluation de la stabilité oxydative révele que le pouvoir antioxydant
des polyphénols ajoutés n’a pas été le méme dans les deux huiles étudiées. En effet, le test de
Rancimat a révélé un effet pro oxydant dans I’huile d’olive enrichie(diminution du temps
d’induction de 42,44 a 35,33h) et un effet antioxydant (augmentation du temps d’induction
de 16.61 a 19.27 heurs) dans I’huile de soja, ce qui a été¢ confirmé par le test des fritures
répétées, ou une meilleure stabilité thermique a été enregistrée par 1’huile de soja enrichie.

Afin d’approfondir cette étude, d’autres aspects du théme peuvent étre envisagés a
savoir :

o ¢largir I’étude en testant d’autres variétés ;
e ¢valuer I’effet antioxydant des polyphénols extraits de I’oignon rouge, en le comparant

a d’autres antioxydants synthétique et naturels (tocophérols),
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procéder a I’analyse sensorielle, qui est un élément fondamental dans 1’évaluation de
la qualité des huiles enrichies ;

étudier I’activité antimicrobienne des huiles enrichies ;

tester la stabilité oxydative dans les conditions de stockage ;

utiliser des techniques d’analyse développées (HPLC, RMN etc) pour identifier la
composition des extraits;

réaliser des tests in vivo avec ces composés bioactifs afin d’évaluer leur pouvoir
antioxydant sur la prévention de certaine maladie chroniques telle que le diabete, le

cancer.
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Annexe

Annexe |
Données physico-chimiques et organoleptiques de la classification des huiles d’olive.

Huile Huile Huile Huile Huile Huile
d’olive d’olive d’olive d’olive d’olive d’olive

Parametres vierge vierge Vierge vierge raffiné
extra courante lampante

Caracteéristiques
Organoleptiques

Fruité

Défaut

Densité relative 0,910-
(2 20°C) / / 0,910- / 0,916 /
0,916

d’acide oléique)
Indice de <20 <20 <20 Non limité <5 <15

peroxyde (meq
02/Kg)
Extinction
spécifique (UV)
& K232
K270

Effeuillage-Lavage 1
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Malaxage
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Centrifugation
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\ 4 \ 4
E Huile j E Marginej

Processus d’extraction continu avec centrifugation a trois phases.
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Principaux constituant d’huile d’olive.

Annexe 11

Acide lignocérique

Acide linolénique

Famille de Constituants Teneur(%)
constituants
Acides gras saturée | Acide palmitique 7,5-20 %
Acide palmitoléique 0,3-3,5%
Acides gras mono — | Acide stéarique 0,5- 5,0%
insaturée Acide oléique 55 -83%
Acide arachidique <0,7%
Acide gras 0,5%
polyinsaturés Acide gondoique <0,5%
9%

Phytostérols

Bétasistostérol,campestérol,stigmastérol

Vitamines Tocophérols (vitamine E), vitamine A,
vitamine K
Polyphénols Séco-iridoides : oleuropéine,
démeéthyleuropéine, ligstroside,
hydroxytyrosol, tyrosol
Lignanes Acétoxypinorésinol, pinorésinol

Triterpénes

Acide oléanolique, érythrodiol
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Annexe 111
Mécanismes de 1’oxydation de I’huile d’olive.

Acide gras insaturé
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- ____ J & |
Hydroperoxydes
TERMINAISON LOOH + "

v/ ,

Produits secondaires de réaction
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Produits d'oxydation Produits d'oxydation
volatils non volatils
Adehydes
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Hydrocarbures Ether-oxydes (LOL")
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Esters
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1g de poudre

Annexe IV

>

Ratio solide / 14_
liquide J

A 4

20ml de solvant >

Eau

L/
Ethanol
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. 4

Acétone

L)

L

50% de concentration

Yyvy

Solvant optimisé

Variation de la concertation
(30%, 50%, 80%)

—
y ]!
. )
v Concentration
- 700 watt optimisée )
- - - - - 7 1
Variation de la Puissance optimisée
puissance
J
Pendant 120 S
Y

Variation de temps
(30S, 120s, 180S)

Optimisation de solvant.
Optimisation de la concentration.

Optimisation de la puissance.

Optimisation de temps.

Optimisation du ratio solide/ liquide.

Extraction par ey TEMPS Optimisée

v

Centrifugation

v
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Protocol d’optimisation des différents
parameétres d’extraction
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Annexe V
Courbe d'étalonnage d'acide gallique
0,8
=0,0216x
€ y=g,
c 0.6 R2=0,9989
(=]
R 04
T
Q0,2
0
0 5 10 15 20 25 30 35
Concentration pg d'acide gallique/500pl
Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.
Courbe d'étalonnage rutine
y = 0.0064x- 0.0006
0.25 R? = 0.9993
0.2
0.15
[75]
2
0.1
0.05
0
0 10 20 30 40
Concentration pg/ml

Courbe d’étalonnage de la rutine.
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Rapport frite sur volume d’huile

Nombre de friture

Volume d'huile dans la

friteuse en ml

Quantité de pomme de terre dans chaque bain
en g dont le rapport Pomme de terre / huile est
de 100g/I

Données 1009 1l
1°" friture 2500 250
2°™ friture 2322,80 232,28
3™ friture 214752 214,75
4°™ friture 1974,15 197,42
5°™ friture 1802,67 180,27
6°™ friture 1633,06 163,31
7°™ friture 1465,29 146,53
8°™ friture 1299,34 129,93
9°™ friture 1135,20 113,52
10°™ friture 972,85 97,29

% d'inhibition

N B O
o O O o

Inhibition du radical DPPH en presence des
PPEs d'Allium cepa
y =0,0714x
2 =

Y 28067
R?2=0,9938

@ Oignon CE

M Oignon MAE

0 200 400 600 800 1000
Concentration ugEAG L-1

Le pourcentage (%) d’inhibition du DPPH en fonction de différentes concentrations.
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Ech.1 Témoin

Induction time 16,61 h
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Ech.4

100 ppm

Annexe VI

Induction time
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Ech.1

Téemoin (Huile d'olive)

Annexe VI

Induction time

4244 n

125

100 —

75 +

HS/cm

50 +

25 +

Ech.2

o
o —|

25 ppm extrait dans 'huile d'olive

Induction time

39,07 h

pSicm

Ech.3

50 ppm extrait dans 'huile d'clive

Induction time

120

110

100
90
80
70
60
50
40
30
20

10
0

HS/cm

35,33 h

N,_\HHIIHIIIIIIIIIIIIIIIII\II\IHIHIHIHIHIIIIIIIIIIIIIIII

o



Résumé

L’objectif de notre étude consiste d’une part a I’optimisation de 1’extraction par microonde
des polyphénols d’oignon rouge (Allium Cepea), en utilisant la Méthode de Surface de
Réponse. Différents facteurs sont étudiés : la concentration du solvant, le temps, la puissance
ainsi que le rapport solide/liquide. D’une autre part, 1’enrichissement de I’huile d’olive et
I’huile de soja afin de valoriser les extraits des polyphénols (PP) en tant qu’antioxydants
naturels. Les résultats d’optimisation montrent que la méthode microonde peut étre une
alternative a la méthode conventionnelle pour extraire les PP d’oignon rouge. Les résultats de
I’activité antioxydant sur le DPPH montrent une amélioration du pourvoir antioxydant des
huiles enrichies. De plus, 1’évaluation de la stabilité oxydative par le test Rancimat, montre
un effet pro oxydant de 1’huile d’olive enrichie et un effet antioxydant pour I’huile de soja
enrichie (temps d’induction passant de 16.6 pour I’huile non enrichie a 19.27 Heures). L’ajout
de 25 ppm de polyphénols a I’huile de soja, évalué par le test de la friture a contribué a une
meilleure stabilité thermique, par rapport a I’huile de soja non enrichie. Les polyphénols
d’oignon rouge peuvent étre une source naturelle d’antioxydants.

Mots-clés : huile végétal, optimisation, composés phénolique, oignon rouge (Allium cepea),
enrichissement.

Abstract

The aim of our study consists on the one hand with the optimization of the extraction by
microwave of red onion's polyphenols (Allium Cepea), using the Method of Surface of
Answer. Various factors are studied: concentration of solvent, time, power as well as the solid
report/ratio/liquid. Of another share, the enrichment of the olive oil and the soya oil in order
to develop the extracts of the polyphenols (PP) as natural antioxydants. The results of
optimization show that the method microwave can be an alternative to the conventional
method to extract PP of onion red. The results of the scavenging activity of DPPH show an
improvement of providing antioxydant with enriched oils. Moreover, the evaluation of
oxidative stability by the Rancimat test shows a pro effect oxidizing of the enriched olive oil
and an antioxydant effect for the soya oil enriched (time of induction passing of 16.6 for the
oil not enriched at 19.27 Hours). The addition of 25 ppm of polyphenols to the soya oil,
evaluated by the test of the crackling contributed to a better thermal stability, compared to the
not enriched soya oil. The red onion's polyphenols can be considred as natural source of
antioxydants.

Key words: vegetable oil, phenolic compounds, optimization, red onion (Allium cepea),
enrichment.
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