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Introduction

Introduction

L’huile d’olive est le signe distinctif du régime méditerranéen (Moreno Esteban et
Lezcano Solis, 2015). On la retrouve a travers I’histoire, depuis la civilisation grecque
jusqu’a nos jours. Elle est la principale source de matieres grasses du régime crétois ou du
régime méditerranéen qui sont bien connus pour leurs effets bénéfiques sur la santé humaine.
L’huile d’olive est un produit intéressant d’un point de vue nutritionnel vue sa composition en
acides gras. En effet, elle est insaturée et contient une petite partie d’acides gras essentiels
(Boskou et al., 2006). Outre cette composition particuliére en acides gras, ’huile d’olive est
surtout intéressante pour ses composés minoritaires tels que les polyphénols. L’intérét
nutritionnel de ces composés phénoliques réside dans leur forte capacité antioxydante qui
pourrait prévenir ou ralentir ’apparition de certaines maladies dégénératives ainsi que

les maladies cardiovasculaires (Ghedira, 2008).

Dans la fraction insaponifiable de 1’huile d’olive extra vierge, se trouve I’alpha-
tocophérol, la forme la plus active de la vitamine E (Boskou et al., 2006), I’huile d’olive est
utilisée depuis des si¢cles dans la fabrication des cosmétiques comme une source importante
de vitamine E, nécessaire au maintien de 1’¢lasticité cutanée. Elle est fréquemment utilisée en
application externe pour améliorer et entretenir 1’¢lasticité des cheveux, ils sont ainsi moins
secs et moins cassants (Bernabé et Puron, 2015). En nutrition, une consommation quotidienne
de 25 g d’huile d’olive extra vierge apporte environ de 25 % en vitamine E recommandée
pour I’homme. On considére que I’huile d’olive extra vierge contient environ 12mg/100g de

vitamine E (Edelfelt, 2015).

Actuellement, le verger oléicole traditionnel occupe seulement 1,3% de la surface de
I’Algérie. La cueillette est majoritairement destinée a la production de I’huile d’olive qui
avoisine les 20 000 tonnes par an en moyenne. Une large partie de la production est destinée a
I’autoconsommation. La structure variétale montre la prédominance de trois variétés
produisant des huiles ayant des caractéristiques particuliéres: Azeradj, Bouchouk et Chemlal
particulierement la variét¢ CHEMLAL de Kabylie (30% des superficies totales et 44% des

terres destinées a I’huile d’olive (Hadjou et al., 2013).




Introduction

La maitrise de 1’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 on

distingue la margarine (Himed et Barkat, 2014).

La margarine est congue pour répondre aux exigences de saveur, de plasticité et de
tartinabilit¢ en combinant un mélange d’huile avec une phase aqueuse (Carr et Vaissey-
Genser, 2003). Inventée en 1869 par Mege-Mouri¢s, pour trouver une alternative économique
au beurre. L’industrie de la margarinerie modernise I’image du produit en formulant des
produits qui répondent aux désirs des consommateurs pour des produits "sains pour le
cceur”, avec des teneurs faibles en acides gras saturés et les acides gras trans (Morris et
Vaissey-Genser, 2003). Le choix de I’huile d'olive, pour I’incorporer dans la margarine
semble étre une solution afin de remplacer la tocophérol synthétique, en outre sa richesse en
acides gras monoinsaturés et composés phénoliques peuvent protéger la margarine de l'auto-
oxydation. L’huile d'olive utilisée dans notre expérimentation est une huile commerciale de la
région de Seddouk (Bejaia) et sa marque commerciale est (Blady). Le choix de cette huile est

basé sur sa classification, qui la définie étant une huile d’olive extra vierge et commercialisée.

Ce travail s’est focalisé sur I'analyse de huile d'olive (blady) : détermination des indices
de qualité de I’huile d’olive , composition en acides gras, dosage des composés phénoliques,
indice d'amertume, évaluation de l'activité antioxydante de I'huile d'olive, et surtout sur
I’¢laboration d’une margarine a 1'échelle laboratoire au niveau de CEVITAL, enrichie en trois
pourcentage d’huile d’olive (20%, 30% et 40%) suivie d'analyses physico-chimiques et

microbiologiques.
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I. L’huile d’olive
L.1. Définition
Le conseil oléicole international (COI, 2003) définit I’huile d’olive vierge comme étant
I'huile provenant uniquement du fruit de l'olivier (Oleaeuropaea L.) par des procédés
mécaniques ou autres procédés physiques et dans des conditions, notamment thermiques,
n’entralnant pas 1’altération de I’huile,a I'exclusion des huiles obtenues par solvant ou par
des procédés de réestérification et de tout mélange avec des huiles d'autre nature.
I.2. Classification

Parmi les huiles d'olive, on distingue différentes catégories qui sont consignéesdans
le tableau suivant:

Tableau I: Classification des huiles d’olive (COI, 2003)

1.1.1  Huile||Acidité oléique inférieure ou égale a 1%
d'olive et/ou note au test organoleptique
vierge extra. ||supérieure ou égale a 6,5.

1.1 Huile dolive|l-1.2 Huile|Acidité oléique inférieure ou égale a 2%

vierge propre a la/d'olive et/ou note au test organoleptique
1. Huile d'olive consommation. vierge (fine).|supérieure ou égale a 5,5.
vierge. 1.1.3 Huile

Acidité oléique inférieure ou égale a

d'olive .
eroe 3,3% et/ou note au test organoleptique
\é L . X

£ supérieure ou égale a 3,5.
courante.

Acidité oléique supérieure a 3,3% et/ou
1.2 Huile d'olive vierge lampante. |note au test organoleptique inférieure a
3.,5.

Huile obtenue a partir dhuile d'olive
2. Huile d'olive raffinée. vierge par des méthodes de raffinage qui
n'altérent pas la structure de l'huile.

Mélange d'huile raffinée et d'huile vierge

3. Huile d'olive. )
pour la consommation.

Huile obtenue a partir des grignons a des

4.1 Huile de gri d'olive brut
utle de grignons ¢oftve brute fins de consommation.

4.  Huile de
grignons 42 Huile de grignons d'olive|Huile obtenue par extraction de I'huile

d'olive. raffinée. brute sans altérer la structure de l'huile.

Huile obtenue par mélange des huiles

4.3 Huil i 'olive.
3 Huile de grignons d'olive brutes of raffinées.
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I.3. Composition de I’huile d’olive

La composition chimique de I’huile d’olive contient des éléments majeurs et
mineurs.L’huile d’olive posséde une composition nutritionnelle équilibrée en acides gras et
en triglycérides (Rossi et al.,, 2001). La fraction saponifiable est majoritaire (98%) alors
que la fraction insaponifiable se retrouve en faible portion (2%). Cette derniere offre a
I’huile ses propriétés sensorielles et biologiques distinctes (Pinelli et al., 2003 ; Murkovic

etal., 2004).

1.3.1. Fraction saponifiable

La fraction saponifiable (majeure), est composée de triglycérides, diglycérides et
d’acide gras libres. Les principaux acides gras présents sous forme de triglycérides dans
I’huile d’olive sont 1’acide oléique, I’acide linoléique, 1’acide palmitiqueet 1’acide
stéarique. Les acides oléiques (C18:1) sont présents a des concentrations ¢levées
comparant aux autres acides gras (55-83%) (Tarakowski et al, 2014). Les valeurs
nutritionnelles de I’huile d’olive sont liées a sa teneur ¢levée en acides gras monoinsaturés,
principalement représentée par 1’acide oléique (Servili et al, 2013). Selon Veillet et al,
(2009), I’huile d’olive est une source importante d’acides gras essentiels qui ne peuvent

pas étre synthétisés par le corps humain.

1.3.2. Fraction insaponifiable

C’est la fraction non huileuseou de composés mineurs, représente environl a 1,5%
du total de I’huile. Les composés mineurs de I’huile d’olive extra vierge sont les stérols,
lestocophérols, le squaléne et les composés phénoliques quilui conférent ces
caractéristiques uniquessur le plan nutritionnel et organoleptique. Il s’agit desubstances
trés hétérogenes, a faibles concentrationsresponsablesde la couleur, du golt et 1’arbme
caractéristiques de I’huile d’olive (Moreno Esteban et Lezcano Solis, 2015).

Les constituants mineurs de I’huile d’olive sont des indicateurs de son authenticité
(Harwood et Aparicio, 2000), de méme que ses caractéristiques sensorielles (Ollivier ef al.,

2007).

1.3.2.1. Les composés phénoliques
Les polyphénols sont les antioxydants les plus abondants dans 1’huile d’olive, les

classes couramment retrouvées sont : les alcools phénoliques, les acides phénoliques, les
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flavonoides, les lignanes et les secoiridoides. L’huile d’olive renferme plus de 30
composés phénoliques (Tuck et Hayball, 2002).

Les antioxydants les plus puissants sont représentés par les ortho-diphénols, dont
les principaux sont: I’hydroxytyrosol, 1’acide caféique ainsi que les dérivés de
I’oléuropéine. L’hydroxytyrosol, ayant le meilleur pouvoir antioxydant (Del Carlo et al.,
2004). L’huile d’olive est quasiment la seule huile contenant des quantités notables de
substances phénolique naturelles, qui lui conférent son gott si particulier a la fois amer et
fruité et contribuent a la bonne stabilité de 1’huile a I’autooxydation (Perrin, 1992; Ollivier

et al., 2004; Tura et al., 2007).

1.3.2.2. Les stérols

Les stérols représentent les majeurs constituants de la fraction insaponifiable de
I’huile d’olive, environ 20% (Matos et al., 2007a).

L’huile d'olive est la seule huile végétale qui contient un taux particuliérement
¢levé de B-sitostérol, substance qui s’oppose a I’absorption intestinale du cholestérol
(Osland, 2002). La composition stérolique est spécifique pour chaque espece végétale.
Plusieurs études ont identifiés trois principaux stérols dans les huiles d’olive: le B-
sitostérol, le campestérol et le stigmastérol (Ben Temime et al, 2008).

Selon Canabate—Diaz et al, (2007), la composition stérolique peut varier avec les

conditions agronomiques ainsi que les conditions de conservation de I’huile.

1.3.2.3. Les tocophérols

Les tocophérols sont des composés importants de I’huile d’olive, en raison de leur
contribution a sa stabilité oxydative et ses qualités nutritionnelles (Gimeno et al., 2002). La
teneur totale en tocophérols dans les huiles d’olive est trés variable (Boskou et al., 2006).
On distingue quatre types de tocophérols dans I’huile d’olive : a-, B-, y- et 6-tocophérol
(Ghanbari et al., 2012). L’a-tocophérol est 1’analogue ayant 1’activité biologique la plus
¢levée, c'est 1'analogue le plus dominant dans I’huile d’olive vierge (Boskou et al., 2006 ;

Grigoriadou et a/.,2007).

1.3.2.4. Les substances aromatiques
Il existe de nombreux ¢léments qui conférent a 1’huile d’olive ses caractéristiques
organoleptiques. Il s’agit notamment d’hydrocarbures, d’alcools, d’aldéhydes, des cétones,

d’éthers, d’esters et des furanes (Angerosa et al., 2004). Ils sont principalement générés
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par la voix de lipoxygenase par oxydation des acides gras polyinsaturés (les acides
linoléique et linolénique), induisant ainsi a la formation desprincipaux aldéhydes C 6,

alcools et esters dans 1’huile d’olive (Sanchez et Harwood, 2002).

1.3.2.5. Les hydrocarbures

L’huile d’olive contient des hydrocarbures qui est le squaléne (Csp His) qui
représente 500 a 780mg/100g d’huile d’olive (Visioli et Galli, 2002). C'est un
hydrocarbure polyénique dont la teneur est plus élevée que dans n'importe quelle autre
huile végétale ou animale. Le squaléne est un précurseur métabolique du cholestérol et

autres stérols (Samaniego-Sanchez et al, 2007).

1.3.2.6. Les pigments

La couleur est la caractéristique importante de [’huile d’olive vierge, elle est
directement liée aux pigments chlorophylliens et les caroténoides (Douzane et Bellal,
2005).

> Les caroténoides

Le pigment caroténoide surtout présent dans I’huile d’olive est le [B-caroténe

(provitamine A) (Kataja-Tuomola, 2008). Le B-caroténe présente une action antioxydante.
Les facteurs biologiques et technologiques, le systéme d’extraction, le mode et la durée de
conservation et particulierement la maturation du fruit influent sur la composition en

pigments caroténoides de 1’huile d’olive (Criado et al., 2008).

» Les chlorophylles
Chlorophylles sont des composés responsables de la couleur d’huile d’olive (Visioli
et al.,, 2002), la teneur varie entre 0,1 a 1 mg/100g dont 20 a 40% de pheophytine b, de
chlorophylle a et b (Uzzan, 1992). Les pigments chlorophylliens dans les huiles
végétales sont doués d’un pouvoir photosensibilisateur il peut aboutir a la formation

d’hydroperoxydes (Judde, 2004; Ben Tekaya et Hassouna, 2005).
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II. La margarine
I1.1. Définition

La margarine est une émulsion de type eau dans I’huile W/O (water/oil), qui comprend

deux phases essentielles :

= Une phase interne ou continue : phase grasse.

= Une phase externe ou discontinue : phase aqueuse.

La margarine contient également des additifs liposolubles répartis dans la phase grasse :
lécithine, monoglycérides, colorants, arOmes naturels ou synthétiques, vitamines et des
additifs hydrosolubles : sel, lait, sorbate de potassium et acide citrique repartis dans la phase

aqueuse (Karleskind, 1992).

I1.2.Composition de la margarine

La margarine comprend deux phases aqueuse et grasse, elle contient des additifs
(lécithine, mono glycérides, sel, colorant, antioxydants, conservateurs, vitamines) répartis
dans la phase grasse et dans la phase aqueuse (Faur, 1992).
I1.2.1.La phase aqueuse

Elle représente 16% a 18% de la composition globale de la margarine, elle comprend
de I’eau et /ou du lait. Le lait développe un ardome agréable voisin de celui du beurre
(Trémolieres, 1980). L’eau est le constituant le plus important de la phase aqueuse de la
margarine. Elle doit étre pure, et stérile (Faur, 1992).
I1.2.1.1. Le sel

Il est ajouté pour améliorer la sapidit¢ de la margarine, mais il peut jouer un role
protecteur (bactériostatique). La teneur en sel peut varier de 0,1 a 0,2% (Faur, 1992).
I1.2.1.2. Les conservateurs (I’acide sorbique “E200 ”)

L’acide sorbique est un acide faible, il présente un bon effet fongistatique, il convient
a la conservation des aliments. L’action inhibitrice est fonction de la concentration en acide,
elle augmente quand le pH diminue. L’acide sorbique est fongistatique, mais s’avere parfois
étre bactériostatique inhibant Escherichia coli, il est utilisé en général avec des quantités de

0.4 2 0.8g/Kg (Faur, 1992).

I1.2.1.3. Le correcteur de pH
L’acide citrique “E330” est un antioxydant puissant, il controle le pH de la phase

aqueuse. Une valeur basse de ce dernier freine la croissance des microorganismes (Faur,
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1992).
I1.2.2. 1a phase grasse
> La phase grasse représente la partie la plus importante de 1’émulsion 82 a

84%, constituée essentiellement d’un mélange d’huile et de graisses animales ou

végétales en I’état et /ou modifiées (Faur, 1992).

I1.2.2.1. Les antioxydants

Ce sont des substances qui prolongent la durée de la conservation des denrées
alimentaires en les protégeant des altérations provoquées par 1’oxydation tels que le
rancissement de la matiere grasse et les modifications de la couleur (Faur, 1992).

Les antioxydants utilisés sont : BHT (butyle- hydroxytoluéne ou“ E321”), et le BHA
(butyle- hydroxy-anisol ou “ E320 ”) (Frangois, 1974).
11.2.2.4. Les émulsifiants

Ce sont des substances qui sont ajoutées a une denrée alimentaire, permettent de
réaliser ou de maintenir le mélange homogéne de deux ou plusieurs phases non miscibles
telles que I'huile et I’eau. Leur structure chimique étant composée a la fois de groupes
hydrophiles et lipophiles (Faur, 1992). Les plus utilisés sont : les monoglycérides d’acide gras
et la 1écithine.

I1.2.2.5. Agents colorants
La couleur de la margarine, assez voisine de celle du beurre est obtenue soit par

addition d’huile de palme rouge, ou de 3 carotene. Cette couleur est en relation avec la teneur
en caroténe de la phase grasse (Faur, 1992).
11.2.2.6. Les aromes
Les margarines sont souvent aromatisées par le diacétyle arome naturel ou le butane-
dione 1,3 de synthése (FDA, 1993 In Koca et al., 2010).
11.2.2.7. Les vitamines liposolubles
e Vitamine A
Leur utilisation a pour but de réduire les risques de carence en vitamine A du fait de
remplacement partiel du beurre par la margarine. Dans certains pays européens la vitamine A
est introduite aux 20 a 30 UI par gramme de produit (Faur, 1992).
e Vitamine D
L’addition de vitamine D avec une quantité¢ de 2 a 3 Ul par gramme de produit, sans

oublier toutefois qu'une quantité excédentaire par rapport aux quantités nécessaires peut
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conduir a des ennuis graves (Faur, 1992).
III1. Processus de fabrication de la margarine (Karleskind, 1992)

La fabrication de la margarine est une technologie connue et maitrisée. Elle comprend

succinctement les phases suivantes :
II1.1. Préparation de la phase grasse

Constituée des matieres grasses de différents points de fusion soit raffinées et/ou
modifiées par hydrogénation, interéstérification ou fractionnement, et des ingrédients
liposolubles 1écithine, monoglycérides et colorants, vitamines et B caroténe (Karleskind,

1992).
II1.2. Préparation de la phase aqueuse

On utilise de 1’eau, potable adoucie pour éliminer les ions métalliques catalyseurs
d’oxydation et les substances toxiques et une pasteurisation pour ¢Eliminer les
microorganismes, lait (préalablement pasteuris¢), sel, sucre, arome, conservateurs correcteur

de pH...etc (Karleskind, 1992).
I11.3. Préparation de I’émulsion

Les deux phases grasse et aqueuse seront mélangées dans un bac d’émulsion
muni d’un agitateur et maintenu a une température de ’ordre 50 a 55°C de maniere a obtenir
une émulsion la plus homogene possible. De manic¢re a lui conférer les caractéristiques

rhéologiques espérées et la stabilité désirée (Karleskind, 1992).
II1.4. Refroidissement et cristallisation

Le conditionnement prépare le produit a la vente, enveloppé dans un emballage

adéquat répond aux exigences Codex Alimentaire OMS.

L'émulsion qui a une température de 40°C a 50°C est pompée a haute pression vers le
refroidisseur tubulaire "systéme perfector" qui est sous forme de tube a double parois,
I'émulsion circule a l'intérieur ou elle est mélangée par un agitateur et I'ammoniac a une

température de - 10° C a - 20° C (Karleskind, 1992).
IIL5. Stockage :

Le produit va s€journer dans une chambre froide a une température 6 a 8 °C ou la

stabilité¢ du produit se poursuit. (Karleskind, 1992).
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Figure 1: Diagramme de la fabrication de la margarine (Wiedermann, 1978).
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II1. Matériel et méthodes

La présente étude porte sur trois types de margarines de table (Fleurial) élaborées au

niveau de I’industrie agroalimentaire « CEVITAL » :

MF1 : Margarine formulation enrichie a 20% d’huile d’olive sans vitamine E.
MF2 : Margarine formulation enrichie a 30% d’huile d’olive sans vitamine E.
MF3 : Margarine formulation enrichie a 40% d’huile d’olive sans vitamine E.

L’huile d'olive utilisée est une huile récupérée au niveau de 1’huilerie moderne (a trois
phases) de Khodja située a Seddouk (Bejaia), le nom commercial de cette huile d'olive est
«Blady» extraite de la variété Chemlal. Elle est vendue dans des flacons en verre fumés et

bouchon scellé.
ITI.1. Analyses effectuées sur I’huile d’olive
II1.1.1. Détermination de I’acidité

L’acidité qui mesure le pourcentage en acides gras libres est déterminée selon la
méthode décrite dans le réglement CEE/2568/91 relatif aux caractéristiques des olives et des
huiles de grignons d’olives ainsi qu’aux méthodes d’analyses y afférentes. Le principe de la
méthode consiste en un titrage des acides gras libres présents par une solution d’hydroxyde de

potassium selon la réaction suivante :

R-COOH+KOH — & R-COOK + H,0
Un échantillon d’huile de 5 ml est solubilis¢ dans 20 ml d’un mélange (V/V)
d’oxydediethylique-ethanol a 95%. Le mélange est titré, sous agitation, avec une solution
d’hydroxyde de potassium a 0,IN jusqu’a avoir un virage de I’indicateur coloré (la
phénolphtaléine), vers le rose persistant pendant au moins 10 secondes. L’acidité est exprimée

en pourcentage de masse d’acide oléique, elle est égale a :

A % (d’acide oléique) = (V — VO)* (N *M/ 10*m)

V et Vi : volume en ml de KOH nécessaire pour neutraliser 1’échantillon et le blanc,
respectivement ;

N : normalité de I’hydroxyde de potassium ;
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M : masse molaire g/ml de ’acide oléique qui est égale a 282 g/ml ;

m : masse en g de la prise d’essai.

II1.1.2. Indice de peroxyde :

L’indice de peroxyde représente la quantité¢ des substances de I’échantillon exprimée
en meq d’O2 actif /Kg d’huile d’olive, qui oxydent 1’iodure de potassium. Selon le réglement
CEE /2568/91.La méthode consiste en un traitement d’une quantité d’huile en solution dans
I’acide acétique et le chloroforme par une solution d’iodure de potassium (KI), le titrage
d’iode libér¢ se fait par une solution de thiosulfate de sodium en présence d’empois d’amidon
comme indicateur coloré jusqu’a la décoloration. En présence d’oxygeéne de I’air, les acides
gras insaturés entrant dans la composition des corps gras s’oxydent partiellement en donnant
des peroxydes.

Un échantillon de 2 g d’huile est introduit dans une fiole a col rodé, 10 ml de
chloroforme sont ajoutés, sous agitation, afin de dissoudre I’huile , suite a 15 ml d’acide
acétique glacial et 1 ml d’iodure de potassium saturé sont ajoutés, la fiole est bouchée
rapidement, sous agitation vigoureuse pendant 1 minute et laissée a I’obscurité pendant 5 min
a température ambiante. 75 ml d’eau distillée sont ensuite ajoutés ainsi que quelques gouttes
d’empois d’amidon, le tout est titré avec le thiosulfate de sodium (Na, S; O3) a 0,01N sous

agitation vigoureuse. L’indice de peroxyde est donné par 1’expression ci-apres :

IP = N (V-V0) *1000/m (meq d’O, /Kg d’HO)

N: normalité Na,S,0s;
V, VO: volume en ml de Na,S,03 nécessaire pour le titrage de 1’échantillon et de I’essai a
blanc, respectivement ;

m: masse en gramme de la prise d’essai.
II1.1.3. Détermination de I’indice d’iode (NE.1.2.96, 1988)

Il correspond a la masse d’halogeéne exprimée en gramme, calculée en I, fixé sur les
doubles liaisons de 100 g d’huile d’olive. On dispose de solvant tétrachlorure de carbone
CC14 et de réactif Wijis. Dans un ballon un échantillon (huile) est mis en solution dans 25 ml
de solvant et 20 ml de réactif de Wijis. Le ballon est ensuite bouché, mélangé et laissé a

I’obscurité pendant 30 min d’incubation, 3g de KI dissout dans 20 ml d’eau distillée sont
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rajoutés et le tout est bien mélangé. Quelques gouttes d’une solution d’amidon sont

additionnées et titrage au thiosulfate de sodium a 0,1N.

Le calcul de I’indice d’iode est donné par la formule suivante :

I = (Vo-Vx)*N*12.96 /m

Vo (ml) : Essai a blanc ; V (ml) : Essai échantillon
N (mole /1) : Normalité ; m(g) : prise d’essai.
I11.1.4. Détermination de ’indice de réfraction (ISO 6320,2000)

L’indice de réfraction d’une substance est le rapport de la vitesse de la lumiére a une
longueur d’onde définie dans le vide a sa vitesse dans la substance, il varie avec la longueur
d’onde de la lumiere incidente et avec la température. Son principe consiste a mesurer a I’aide
d’un réfractométre convenable, 1’indice de réfraction de I’échantillon liquide ou solide a une
température constante. Quelques gouttes d’huile a analyser sont déposées entre les deux
prismes du réfractométre, la valeur de I'indice de réfraction est lue directement sur le

réfractomeétre.

II1.1.5. Détermination de la couleur (ISO 15305 1ére édition, 1998)

La couleur d’un aliment est souvent li¢e a sa maturité, a la mise en ceuvre appropriée ou
défectueuse d’un traitement technologique, a de mauvaises conditions d’entreposage ou un
début de détérioration. Pour cette détermination un colorimetre électronique « Lovibond » est
utilisé. L échantillon d’huile a analyser est versé dans une cellule en verre de cinq et % pouces
(1 pouce = 2,54 cm). La valeur de la couleur est directement lue sur I’appareil. Les résultats

sont déterminés en unités jaune(J) et rouge (R).
I11.1.6. Absorbance spécifique dans I’Ultraviolet

Les absorbances a 232 nm et 270 nm d’un corps gras renseignent sur son degré
d’oxydation. Le coefficient d’absorption est déterminée selon la méthode décrite par COI

(1996).
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Apres filtration des échantillons d’huiles a travers le sulfate de sodium anhydre, une masse de
0,25¢g est introduite dans une fiole de 25ml et le cyclohexane est ajoutée jusqu’au trait de

jauge. L absorbance est mesurée a deux longueurs d’ondes 232 nm et 270 nm.

I11.1.7. Extraction des composés phénoliques

L’extraction des composés phénoliques est réalisée suivant le protocole de Tsimidou et
collaborateurs (1992) modifié. Cinquante grammes d’huile sont dissout dans 50 ml d’hexane,
cette solution est introduite dans une ampoule a décanter ou 30 ml du mélange méthanol/eau
(80/20) sont ajoutés, le mélange est agité¢ vigoureusement durant 5 min puis laissé décanter, la
phase polaire (phase méthanolique) contenant les composés phénoliques est récupérée, tandis
que la phase apolaire subit une 2éme et une 3éme extraction pour récupérer la fraction

phénolique restante. Chaque fraction polaire récupérée subit un lavage avec 50 ml d’hexane.

I11.1.8. Dosage des composés phénoliques

L’estimation de la teneur en composés phénoliques a été réalisée selon la méthode au
Folin-Ciocalteu (different du composé utilisé pour le dosage des protéines) utilisée par Favati
et collaborateurs (1994).

Dans des fioles de 20 ml, sont mélangés 2 ml d’extrait méthanolique, 5 ml d’eau
distillée et 0,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu. Aprés 3 min, 4 ml de solution de carbonate de
sodium (10%) sont ajoutés, ensuite ajustés a 20 ml avec de 1’eau distillée. Apres 90 min
d’incubation a [D’obscurité¢, le mélange est filtr¢ et 1’absorbance est mesurée au
spectrophotomeétre a 765 nm.

La concentration en composés phénoliques des extraits de 1’huile est déterminée en se
référant a une courbe d’étalonnage obtenue en utilisant 1’acide gallique comme standard. Les
concentrations en polyphénols totaux des extraits méthanoliques d’huile d’olive sont

exprimées en mg d’E.A.G./Kg.

II1.1.9. Dosage des pigments

Le protocole suivi pour le dosage des fractions chlorophylliennes et des caroténoides est
celui de Minguez-Mosquera et collaborateurs (1991). Un échantillon de 7,5g d’huile d’olive
est ajusté a 25ml avec le cyclohexane. Le maximum d’absorption a 670 nm renseigne sur la

fraction chlorophylienne et a 470 nm sur les caroténoides.
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La valeur du coefficient d’absorbtion spécifique est EO = 613 Lg'.cm™ pour la
phéophytine comme composant majeur des chlorophylles, et EO = 2000 pour la lutéine
comme caroténoide majeur. Ainsi le contenu en pigments est déterminé selon les deux

€quations suivantes :

Chlorophylle (mg.kg™") = Ag7o * 10° 613%100*T

Caroténoides (mg.kg") = Ay * 10% 2000%100*T

II1.1.10. Composition en acides gras des huiles

a) Préparation des esters méthyliques

Les esters méthyliques sont préparés suivant la méthode E.C. (2002). Une aliquote de
0,5gd’huile est dissoute dans Sml d’hexane pour chromatographie, a laquelle sont ajoutés 0,5
ml d’une solution méthanolique d’hydroxyde de potassium (2 N). Le tout est agité¢ pendant 30
secondes, puis centrifugé a 3000 tours/min pendant 5 minutes. 2 gouttes du surnageant sont
prélevées et mélangées avec 1ml d’hexane.

b) Dosage qualitatif et quantitatif

Un volume de 1 pl des esters méthyliques est injecté sur une colonne chromatographique
en phase gazeuse de type Chrompack C 9002 dont les conditions d’analyse sont décrites ci
apres :

» Injecteur : SPLIT 1/100 ;

» Colonne capillaire DB 23 : (longueur : 30, diamétre intérieur : 0,32 mm et épaisseur :

0.25um);
» Gaz vecteur : Hydrogeéne ;
» Détecteur : FID ;
» Températures : (injecteur : 250 °C, détecteur : 250 °C et le four : 200°C) ;
» Débit: 0.5 cm/min ;
» Programme (gradient de température).
130°C » 170°C——— >  215°C > 230°C
9min 12 min 3 min
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Les acides gras sont identifiés en fonction de leur temps de rétention au niveau de la
colonne par comparaison a des acides gras étalons. La quantité de chaque acide gras est

donnée en % d’acide gras totaux.

I11.1.11. Détermination de ’indice d’amertume

Le protocole de Gutiérrez Rosales et al., (1992) a été adopté pour déterminer ’indice
d’amertume (K225). Ce dernier est évalué¢ par extraction des composés amers d’un
¢chantillon de 1 g d’huile filtrée, dissout dans 4ml d’hexane puis passé a travers une colonne
C18 préalablement activée avec 6ml de méthanol et 10ml d’hexane. La colonne est ensuite
lavée avec 10 ml d’hexane pour éliminer toutes traces de gras et la fraction polaire retenue est
diluée avec 25ml de méthanol a 95%. L’absorbance est mesurée a 225 nm contre un blanc qui

est le méthanol.

I1.1.12. Activité antiradicalaire de I’huile contre le radical DPPH

L’¢évaluation de I’activité antiradicalaire des d’huiles est déterminée selon le protocole
décrit par Ramadan et Moersel, (2006). Cette méthode tire profit de la décoloration de la
solution contenant le radical DPPH lors de sa réduction par les antioxydants.
Un volume de 3,9 ml de la solution DPPH (2,2-diphényl-1-pecrylhydrazyle) préparée dans du
toluéne (10-4M) est additionnée d’un volume de solution d’huile diluée dans du toluéne a
différentes concentrations (0,05 — 0,8 g/ml). Le mélange est agité pendant 10 secondes au
vortex et I’absorbance est lue aprés 60 min a 515 nm.

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH est calculé par la formule suivante :

(%) d’inhibition du DPPH = (Ac — Ae/ Ac). 100

Ac : Absorbance du dpph;

Ae : Absorbance de I’échantillon.

I11.2. Fabrication des margarines
I11.2.1. Composition de la formulation

La formulation des trois margarines a tartiner est confectionnée a base d’un mélange

de graisses végétales (coprah et soja) et de trois huiles qui sont : I’huile de tournesol, 1’huile
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de palme et I’huile d’olive. L’huile d'olive est utilisée a trois pourcentages différents (20%,
30%, 40% de la masse totale du mélange utilis¢). Le blend des trois margarines précédentes

est additionné d’additifs liposolubles et hydrosolubles.
I11.2.2. Préparation du blend

La formulation de cette recette répond au profil type d’une margarine a tartiner, de
composition globale 82% de matiére grasse et 18% de la phase aqueuse, les constituants des

deux phases sont comme suit :

e La phase grasse est constituée du blend d’huiles citées ci-dessus avec des dosages
différents d’huile d’olive (20%, 30%, 40%) et des émulsifiants de type acide mono-
lactique et lécithine de soja pour les trois formulations.

e La phase aqueuse est constituée d’eau osmosée traitée aux ultraviolets, du lait a 0% en
matieres grasses et d’additifs hydrosolubles : un exhausteur de golt (sel), un
conservateur qui est le sorbate de potassium (E202) et un correcteur de pH qui est

I’acide lactique.
II1.2.3.Procédé de fabrication a I’échelle laboratoire
Préparation de la phase grasse

Le blend des trois margarines est préparé dans trois récipients en Inox. D’abord, une
masse d’émulsifiant est pesée dans un récipient vide, aprés chauffage, les huiles végétales
sont ajoutées dans chaque récipient. L’homogénéisation est réalisée a I'aide d'un agitateur

magnétique.
Préparation de la phase aqueuse

La phase aqueuse des trois margarines est préparée dans trois bechers en respectant les
mémes quantités de chaque ingrédient pour les trois formulations. Ces constituants sont :
I’eau ; poudre de lait & 0% en matieres grasses ; sorbate de potassium (E202); acide lactique

et sel.

Les deux phases (aqueuse et grasse) de chaque formulation (MF1, MF2, MF3) sont
mélangées en versant doucement la phase aqueuse sur la phase grasse sous agitation pendant

5 min avec chauffage.
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« Les récipients contenant le produit fini (MF1, MF2 et MF3) sont refroidis avec de
l'eau glacée sous agitation manuelle jusqu'a obtention d’un produit visqueux.

¢ La margarine est par la suite versée dans des barquettes de 500g en plastique et mise

au réfrigérateur pendant quelques minutes pour solidification.

« Le stockage est réalisé a I’air libre au niveau du laboratoire de physico-chimie.
I11.3. Analyses effectuées sur les margarines produites

L’analyse des caractéristiques physico-chimiques présente un rdle trés important
dans le controle de qualité de la margarine, d’ou la nécessité¢ qu’elle soit exercée a la fois au

cours de la fabrication et sur le produit fini.
II1.3.1. Analyses physiques

I1.3.1.1.Détermination du taux de solide par RMN (teneur en corps solides) (NF EN
ISO 8292 T60-250.1995)

La détermination de la teneur en corps gras solides est effectuée a I’aide d’un
spectrometre de résonance magnétique nucléaire (RMN) pulsée basse résolution, de type
(mini spec mq 20, Germany). L’échantillon est tempéré dans un état stable a une température
spécifique et ensuite chauffé et stabilisé a la température de mesure. Les températures de
mesure sont : 10, 20, 30, 40°C. Apres équilibrage de I’appareil, un champ magnétique est
appliqué sur la phase liquide uniquement. Les corps gras solides sont calculés en référence a
un échantillon étalon constitué entierement de corps gras liquides. La méthode directe
consiste a faire préparer des tubes d’échantillons d’huiles bien mélangés apres avoir fait
fondre la margarine. Ces tubes doivent étre remplis a hauteur de3cm ensuite essuyés. Apres,
on procede a des incubations de: 0°C/20min, 10°C/20min20°C/20min, 30°C/20min,
40°C/20min. En faisant la lecture a chaque température. Les résultats sont donnés par le

logiciel de I’appareil en pourcentage de solides.
I11.3.1.2. Détermination du point de fusion (NE.1.2.91/1988)

I1 est basé sur le passage de la matiere grasse de 1’état solide a I’état liquide, sous 1’effet

de la chaleur, a une certaine température.

Apreés avoir fait fondre une quantité¢ de margarine on obtient un blend qui est filtré, on
immerge deux tubes capillaires dans I’échantillon de margarine a une profondeur de 1cm. On

fait refroidir pondant 8 a 10min, puis on chauffe lentement au bain marie. La température a
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laquelle les colonnes de I’échantillon commencent a remonter est considérée comme un point
de fusion. La valeur moyenne des températures des trois tubes est considérée comme le point

de fusion de I’échantillon exprimé en degré Celsius.

I11.3.1.3. Détermination de la teneur en eau (taux d’humidité) (NE.1.2- 47-1985)
C’est la perte de masse subie par le produit aprés chauffage a 103 + 2°C, dans des
conditions spécifiées, exprimée en pourcentage.

Apres avoir pesé 2g de chaque échantillon de margarine dans la capsule, on la fait
chauffer au bain-marie ou sur plaque chauffante, en ¢levant la température du produit
d’environ 10°C/min, jusqu’ a 90°C. Puis, on réduit la vitesse d’¢élévation de la température en
observant la vitesse de dégagement des bulles de vapeur qui se détachent du fond de la
capsule, et on laisse la température monter jusqu’a 103 £ 2°C (ne pas dépasser 105°C). On
poursuit I’agitation en raclant le font de la capsule jusqu’au moment ou tout dégagement de
bulles a cessé¢. Pour s’assurer que toute 1’eau s’est évaporée, il faut répéter plusieurs fois le
chauffage, en refroidissant a 90°C entre les périodes de chauffage. On laisse ensuite refroidir
la capsule dans le dessiccateur. Aprés refroidissement le bécher contenant 1’échantillon (p;)

est pesé. Les résultats sont exprimés selon la formule suivante :

(my+ m;) —m,

H (%) = * 100

my
H (%) : Humidité en pourcentage massique;
my : Masse, en grammes, de la capsule avec le thermomeétre ;
m; : Masse, en grammes, de la prise d’essai ;

m; : Masse, en grammes, de la capsule avec 1’échantillon apres chauffage.

I11.3.2. Analyses chimiques
I11.3.2.1. Détermination de I’indice d’acide (NE.1.2.97/88)
e Définition
C’est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire pour neutraliser

les acides gras libres d’un gramme de maticre grasse.

Apres avoir pris 10g de la margarine dans une fiole conique. 50ml d’un mélange,

préalablement préparé, d’éthanol et d’oxyde diéthylique sont ajoutés pour dissoudre la
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matiere grasse. Puis, titrer, en agitant, avec une solution éthanolique d’hydroxyde de
potassium jusqu’au virage de I’indicateur coloré (coloration rose pale, du phénolphtaléine,
persistante pendant au moins 10sec). Deux déterminations sont effectuées sur le méme

¢chantillon préparé. Les résultats sont exprimés selon la formule suivante :

Ia = V*T%*56,1/m

Ia : Indice d’acide ;

V : Volume, en millilitres, de la solution d’hydroxyde de potassium utilisée pour la titration ;
T : Concentration exacte, en mol/l, de la solution d’hydroxyde de potassium utilisée ;

56,1 : Masse molaire, exprimée en g/mol, de I’hydroxyde de potassium ;

m : Masse, en grammes, de la prise d’essai.

Prendre comme résultat la moyenne arithmétique des deux déterminations.

I11.3.2.2. Détermination de I’acidité(NE.1.2.97/88)
e Définition
L’acidité est le pourcentage d’acides gras libres exprimé, selon la nature du cops gras, en
acide oléique.
Le principe et le mode opératoire sont identiques a ceux de I’indice d’acide.
e Expression des résultats

Les résultats sont exprimés selon la formule suivante :

N *V * Eq.gd’acide oléique
A (%) = *100

A (%) : Acidité exprimée en pourcentage ;

V : Volume, en millilitres, de la solution d’hydroxyde de potassium utilisée;
N : Normalité de la solution d’hydroxyde de potassium utilisée;

Eq.g : Equivalents grammes de I’acide oléique (282g/mol);

m : Masse, en grammes, de la prise d’essai.
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I11.3.2.3. Détermination de la teneur en sel (taux de sel) (NE.1.2.429/89)

C’est la quantité de sels présent dans I’échantillon de margarine (ou la phase aqueuse),
sous forme de chlorure de sodium. Le principe consiste au titrage des chlorures avec une
solution de nitrate d’argent (AgNOs) en présence de chromate de potassium comme
indicateur color¢.

Selon la méthode de Mohr, 5g de 1’échantillon sont pesés dans un erlen Meyer. Puis,
100ml d’eau distillée sont ajoutés sur plaque chauffante jusqu’a ébullition. Le mélange est
maintenu sous agitation jusqu'a dissolution compléte de [D’échantillon, Ensuite,
refroidissement et ajout de quelques gouttes de chromate de potassium puis mélanger en
agitant. Tout en continuant d’agiter, titrer avec la solution de nitrate d’argent jusqu’au virage
de l’indicateur coloré (du jaune au rouge brique persistant pendant 30sec).La teneur en
chlorure de sodium (exprimée en pourcentage massique) est donné par la formule suivante :

N*V*Eq.gNaCl/100
NaCl (%) = *100
P

NaCl (%) : Taux de sel exprimé en pourcentage ;

V (ml) : Volume, en millilitre, de la solution de Ag NO; utilisée pour le titrage ;
N : Normalité de la solution de nitrate d’argent ;

Eq.g(NaCl) : équivalent gramme d’NaCl (0,1 N)

P : prise d’essai en grammes.

I11.3.2.4. Détermination de I’indice de peroxyde (NE.1.2.98.88)

C’est la quantité de produit présent dans I’échantillon, exprimée en milliéquivalents
grammes d’oxygene actif par 1000g de corps gras, oxydant I’iodure de potassium.

Le principe consiste en la détermination du degré d’oxydation du corps gras en titrant
I’iode libéré par une solution de thiosulfate de sodium en présence d’amidon comme
indicateur color¢.

Apres avoir pesé¢ 5g de chaque échantillon de notre margarine (20%,30%,40%) dans un
flacon, 18 ml d’acide acétique et 12 ml de chloroforme sont ajoutés tout en agitant quelques
minutes puis 0.5ml de la solution d’iodure de potassium (KI) sont ajoutés a 1’aide d’une
pipette. Le flacon est agité pendant 1 min, puis laissé¢ a I’obscurit¢ pendant 1min. Ensuite,
75ml d’eau distillée et quelques gouttes d’empois d’amidon comme indicateur coloré sont

ajoutés. Puis titrer, en agitant, avec la solution de thiosulfate de sodium a 0,01N, jusqu’a
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disparition de la couleur bleue. EtNaS,0; ajouté jusqu’a disparition de virage de couleur

transparente du surnagent. Les résultats sont exprimés selon la formule suivante :

IP =V (chute) *2
IP : indice de peroxyde

I11.3.2.5. Détermination du pH de la phase aqueuse (NE.1.4.08/89)

Le pH de la phase aqueuse de la margarine est la différence de potentiel, a la température de
mesure, entre deux électrodes immergées dans la phase aqueuse, exprimée en unité de pH.
Apres étalonnage due pH-métre par une solution de KI (3mol/l), les électrodes sont introduits
dans la phase aqueuse a la température de mesure. Lorsque la lecture devient constante, lire la
valeur de pH indiquée par le pH-métre a 0,01unités de pH prés, sur 1’échelle de I’instrument.

Les résultats sont exprimés par les valeurs lues du pH.

I11.3.3. Analyses microbiologiques
I11.3.3.1. Préparation des échantillons pour I’analyse

Dans un flacon stérile préalablement tar¢, on pése la prise d’essai d’'une masse de 40g,
prélevée aseptiquement a partir de 1’échantillon a contr6lé, a 1’aide d’une spatule stérile on
ajoute 34 ml du diluant (Solution Ringer 1/4) et on place les flacons au bain marie.

Le réglage a 45 + 1°C S’effectue jusqu’ a fusion compléte du produit. Ce temps ne doit
excéder 20 min. On agite jusqu’a I’obtention d’une émulsion homogene, et on laisse reposer a
température ambiante, afin d’obtenir une séparation de la phase grasse et de la phase aqueuse.

Les examens et les testes effectués sont résumés dans (annexe 4).

I11.3.3.2. Analyses microbiologiques effectuées

Tableau III : Analyses microbiologiques effectuées sur le produit fini

Germe Milieu utilisés Méthode Incubation lecture

recherchés

Flore total Ensemencement en | 30°C/72 h Comptage des

(ISO PCA masse colonies et

4833/2003 calcule de
nombre N
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Observation du

(Ensemencement en

surface)

tube (présence
Coliforme Bouillon lauryl Sur milieu liquide 37°C/24h £2h | ou absence de
fécaux  (ISO trouble) et
7251/2005) annotation  de
gaz éventuel
dégagé dans la
cloche de
durham
Staphylococcus | Baird parker Ensemencement en | 37°C/24h et | Comptage des
aureus surface 48h colonies noires
Iso et grises
6881/2003) brillantes
Comptage des
colonies
Levures et | Dichloran Ensemencement en levures :
moisissure masse 25°C/4 a5 | colonies
Iso jours brillantes
21522/2008) Moisissures :
talle étendus,
plats avec
fructification
coloré et des
formes sporulés
Eau  péptonée | Pré-enrichissement | 37/18h+ 2h°C
tamponnée en milieu non |+ 1°C
sélectif liquide
Bouillon RVS Enrichissement 41.5°C/24 h Présence ou
sélectif sur milieu absence des
Salmonella Bouillon liquide 37°C/24 h colonies
(ISO MKTTn (colonie
6579/2002) spécifique a
Gélose XLD Isolement et | 37°C/24 h centre noire)
identification
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V. Résultats et discussions

V.1. Indices de qualité de I’huile d’olive

V.1.1. Acidité

L’acidité, critere de qualité important, permet de classer 1’huile en différentes
catégories en fonction de leurs teneurs en acides gras libres.

Selon les résultats inscrits dans le tableau III, I’huile étudiée « Blady » se caractérise
par une faible acidité (0.2 %), elle reste néanmoins inférieure a la limite établie par le COI
(2003) qui est de 0,8% pour I’huile d’olive extra vierge. Selon El Antari et collaborateurs
(2000), dans les conditions ou les olives sont récoltées a la main et transformées directement
sans procéder au stockage, 1’acidité de I’huile ne devrait guére dépasser 0,5 %, ce qui est le

cas de notre huile étudiée.

Tableau III : acidité en pourcentage d’acide oléique (%)

Huile étudiée « Blady » COl

Acidité
(en % d’acide oléique) 0,2 <0,8

V.1.2. Indice de peroxyde :

L’indice de peroxyde est utilisé pour évaluer I’état d’oxydation de I’huile. Il détermine
la quantité d’hydroperoxydes présents dans I’huile d’olive, ce qui permet de mesurer
I’autooxydation des lipides (Haddada et al., 2008).

Les résultats de I’indice de peroxyde sont présentés dans le tableau IV:

Tableau I'V: Indice de peroxyde en meq d’O, /kg

Huile étudiée « Blady » COl

Indice de peroxyde (en meq d’O /kg) 7 <20

Les résultats consignés dans le tableau IV montrent que la valeur d’indice de peroxyde
obtenue pour I’huile étudiée « Blady » répond aux normes du COI (2003) qui recommande un
indice de peroxyde inférieur a 20 meq d’O, /kg pour une huile d’olive extra vierge. De méme,

cette valeur est proche de la variété Chemlal récoltée a différents stades de maturité (3,2 a 9
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meq O, /kg) (Bengana et al., 2013) et des variétés algériennes (entre 3,25 a 8,7 meq O./kg)
(Laribi et al., 2011).

V.1.3. L’absorbance dans I’Ultraviolet :

La formation des hydroperoxydes qui absorbent au voisinage de 232nm est causée par
I’oxydation des corps gras. Si ce phénomene se poursuit, des produits secondaires
d’oxydation se forment, en particulier des cétones insaturés qui absorbent au voisinage de
270nm (Perrin, 1996). Cette oxydation peut étre liée a plusieurs facteurs dont les principaux
sont les conditions de stockage de I’huile, ’exposition a 1’oxygene, la récolte tardive des
olives et I’attaque par les insectes. Tamendjari et collaborateurs (2004) ont rapporté que
I’attaque des olives par la mouche B. oleae accéleére les processus d’hydrolyse et de
I’oxydation accompagné par 1I’augmentation de 1’absorbance dans I’'UV.

Selon la norme fixée par COI (2003) pour la classification d’une huile d’olive extra
vierge et a partir des résultats présentés dans le tableau V, on constate que 1’échantillon
d’huile d’olive étudié possede des valeurs d’absorbance Kj3; et Ky70 conformes aux normes.
Ces valeurs sont trés proches de la moyenne des valeurs décelées par Tanouti et al., (2011) et

celles de Laribi et collaborateurs (2011).

Tableau V: Valeurs d’extinction spécifique en UV a 232 et 270.

Huile étudiée « Blady » COI
K33, (nm) 1,745 2,5
K270 (nm) 0, 162 0,22

Plus le coefficient d’absorption a 232 est élevé, plus I’huile d’olive est peroxydée. Ainsi,
plus le coefficient d’absorption a 270 est élevé, plus elle présente un taux élevé en produits
d’oxydation secondaire, donc elle a une faible aptitude a la conservation (Wolff, 1968).

En rassemblant les résultats obtenus pour les trois tests essentiels de classification d’une
huile d’olive décrite par COI (acidité, indice de peroxyde et des coefficients d’absorption
spécifique dans I’'UV Kj3, K»70)), notre huile d’olive peut €tre classée dans la catégorie « extra
vierge».

V.2. Les indices d’identification d’huile d’olive
Les résultats des indices d’identification de 1’huile d’olive étudiée sont représentés

dans le tableau VI:
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Tableau VI: Les indices de qualité de I’huile d’olive

Parametres d’identification Huile étudiée « Blady » Codex Stan 33-1981
Indice d’iode (g d’1,/100 g 83 75-94
d’huile)
Indice de réfraction 1,4618 1,4677 a 1,4705
Couleur (unité) Rouge 3,8 -
Jaune 72,9 -

V.2.1. Indice d’iode

L’évolution de I’indice d’iode est une bonne mesure de la stabilité des huiles a
I’oxydation. L’indice d’iode est une appréciation de 1’insaturation des acides gras et de leurs
esters (Naudet, 1988).

D’apres les résultats obtenus dans le tableau VI, on constate que notre huile présente
un indice d’iode conforme a la norme établie par le Codex Stan 33-1981 quiestde 75294 g
d’I,/100 g d’huile, pour une huile d’olive vierge.

Nos résultats sont ainsi similaires a ceux obtenus par Bengana et al. (2013), qui varient
entre (82 et 88 g d’I,/100 g d’huile) et de ceux rapportés par Méndez et Falqué, (2007) pour
les huiles d’olives espagnoles commerciales, qui varient entre 77,50 a 87,93 g d’I, /100 g
d’huile. Bengana, (2013) ont démontré que I’indice d’iode augmente durant la maturation, cet
indice suit une tendance similaire a celle des acides gras insaturés, en particulier I’acide
linoléique.

V.2.2. Indice de réfraction

Selon les résultats de I'indice de réfraction de 1’huile d’olive étudiée qui sont
représentés dans le tableau VI, on note que la valeur obtenue (1,4618) est légérement
inférieure aux valeurs de la norme de Codex 33-1981 (1,4677 a 1,4705) pour une huile d’olive
vierge. Ainsi, cette valeur est inférieure aux indices de réfraction enregistrés pour I’ensemble
des huiles d’olives tunisiennes qui présentent des valeurs entre 1,469 et 1,470 (Ben Tekaya et
Hassouna, 2005) ; Tanilgan et al., 2007 ; Ogutcu et al., 2008) ont rapporté des indices de
réfraction de 1,467 a 1,469 pour des variétés turques. Les mémes indices ont été notés par

Rahmani et Csallany, (1998) sur des huiles de la variété Picholine marocaine.

V.2.3. Couleur
La composition de I’huile d’olive en pigments lui confére sa couleur qui demeure un

paramétre de qualité (Beltran et al., 2005).
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D’apres les résultats de la couleur de I’huile d’olive étudiée qui sont représentés dans
le tableau VI, on remarque que le nombre d’unités jaunes (72,9 unités) est significativement
important que celui d’unités rouges (3,8 unités). Giuliani et al., (2011) rapportent que plus le
stade de maturité avance, les huiles obtenues sont d’une couleur dorée pour atteindre une
coloration jaunatre, cela est expliqué par la transformation des chlorophylles a et b en
phéophytines a et b, au fur et a mesure que le stade de maturité augmente (Gandul-Rojas et
al., 2000).

Les chlorophylles et les phéophytines ont des effets pro-oxydants en présence de la
lumiere (Giuliani et al., 2011), mais les phéophytines ont 1’action pro-oxydante la plus élevée
(Rahmani et Csallany, 1998).

V.3. Composition en acides gras des huiles

La composition en acides gras de 1’huile d’olive joue un réle important dans sa qualité
nutritionnelle et organoleptique (Tanouti et al, 2011) et sa grande stabilité (Krichene et al.,
2010). Divers facteurs tels que le degré de maturité des olives, le climat, la variété ont une
incidence sur le profil de composition en acides gras de 1’huile d’olive (Garcia et al., 2001;
Judde, 2004).

L’analyse de la composition en acides gras démontré sur le chromatogramme (annexe
3) Présente des teneurs en différents acides gras conformes aux normes établies par le COI
(2003) pour la catégorie d’huile extra vierge.

Tableau VII: Composition en acides gras totaux de I’échantillon étudié.

Acides gras Acides gras (%) Norme COI (%)
Acide palmitique (C16 :0) 10.40 7.5-20
Acide stéarique (C18 :0) 2.72 0.5-5
Acide oléique (C18 :1) 70.94 55-83
Acide linoléique (C18 :2) 9.80 3.5-21
Acide linolénique (C18 :3) 0.94 <1
AG saturés (AGS) 13.12 -
AG insaturés (AGIS) 81.68 -
AG polyinsaturés 10.74 -
C18:1/C18:2 7.23 -
AGMI /AGPI 6.61 -
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Selon les résultats mentionnés dans le tableau VII, on remarque que les acides gras
majoritaires sont 1’acide oléique, 1’acide palmitique et linoléique, tandis que 1’acide stéarique
et linolénique sont minoritaires.

En général, I’acide gras majoritaire dans 1’huile d’olive est I’acide oléique, la valeur
enregistrée pour 1’huile étudiée est de 70,94%, sachant que les acides gras monoinsaturés ont
une grande importance en raison de leurs implications nutritionnelles et leurs effets sur la
stabilité¢ oxydative des huiles (Abaza et al., 2002). Cette valeur est proche des teneurs
obtenues pour les variétés tunisiennes (Oueslati et al., 2009) et de celles enregistrées pour les
huiles espagnoles (Fuentes de Mendoza et al., 2013).

Ainsi, on note une prédominance nette d’acides gras insaturés (81,68%) par rapport
aux acides gras saturés (13,12%). D’apres Gutierrez et al. (1999), au cours de la maturation
des olives, I'acide oléique est transformé en acide linoléique par 1’enzyme « oléate
désaturase », ¢a peut expliquer I’augmentation du pourcentage de I’acide linoléique par
rapport aux autres acides gras polyinsaturés. Le rapport acide oléique/acide linoléique est
utilis€ comme parametre de stabilité, plusieurs études ont montré qu’un rapport élevé
engendre une stabilité oxydative importante (Haddada et al., 2008). Le rapport C18 :1/C18 :2
obtenue est de 7,23.

Pour I’huile étudiée, le rapport AGMI/AGPI est de 6,61. Parmi les huiles végétales
consommées, 1’huile d’olive est celle qui présente le rapport acides gras monoinsaturés/
acides gras polyinsaturés le plus important, ce qui lui confére une grande stabilité a 1’auto-

oxydation (Ryan et al., 1998).

V.4. Dosage des polyphénols
Les composés phénoliques jouent un role important, comme antioxydants, ils
contribuent a la bonne stabilité de I’huile d’olive (SIFI ef al, 2001).
D’apres Tsimidou (1998), la teneur en polyphénols est classée comme suit :
* Huile a faible teneur en polyphénols totaux 50-200 mg/kg ;
* Huile a teneur moyenne en polyphénols totaux 200-500 mg/kg ;
e Huile a teneur élevée en polyphénols totaux 500-1000mg/kg.
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des composés phénoliques.

Selon cette classification et selon les résultats obtenus pour la teneur en polyphénols
de notre huile étudiée qui est d’une moyenne de 535,81 mg/kg est classée parmi les huiles a
teneur élevée en polyphénols totaux 500-1000mg/kg.

La concentration en polyphénols totaux dépend du systeme enzymatique spécifique
pour chaque variété. D’apres Artajo, (2006), une corrélation positive est observée entre
I’activité enzymatique de la L-phénylalanine ammonia lyase (PAL) et le taux de polyphénols
présents dans 1’huile d’olive, ce qui démontre que cette enzyme conditionne les teneurs des
huiles d’olives en composés phénoliques.

Plusieurs auteurs ont mis en évidence d’autres parameétres qui peuvent influencer la
teneur en polyphénols, a savoir I’état sanitaire des olives (Gomez-Caravaca et al., 2008), les
parametres d’extraction (Servili ef al., 2013) et le stockage de I’huile d’olive (Brenes et al.,

2007).

V.5. Dosage des pigments

Selon les résultats représentés dans 1’histogramme de la figure 2, on note que 1’huile
étudiée montre des faibles teneurs en pigments chlorophylliens (3,393mg/kg comparant a
ceux retrouvés par Morello et al. (2004) (14 mg/kg), ainsi que ceux retrouvés par Bengana et
al.2013, qui varient entre 13 et 22 mg/kg. La teneur en caroténoides de notre huile est de 2.80

mg/kg est 1égérement supérieure aux résultats apportés par Bengana et al. (2013) qui varient
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entre 1,2 a 1,5 mg/Kg, mais trés proche de la moyenne trouvée par Tanouti et al. (2011) (2,76

mg/Kg).

mg/Kg
N

chlorophylles caroténoide

Figure 2 : Dosage des chlorophylles et caroténoides

La récolte des olives a un stade de maturité tardive est une pratique courante en
Algérie D’apres Bengana et al. (2013), le stade de maturité est une étape clé qui détermine la
concentration en chlorophylles, en effet ils ont constaté qu’a des stades prématurés la teneur
en chlorophylles est relativement élevée et leur dégradation durant ces périodes est faible,
tandis que des pertes remarquables ont été enregistrées a des stades plus avancés avec une
chute de 22 mg/Kg a 13mg/Kg.

La diminution en pigments chlorophylliens durant la maturation peut étre expliquée par
la transformation des chlorophylles (a) et chlorophylles (b) en phéophytine (a) et phéophytine
(b) respectivement (Bengana et al., 2013), ce qui induit un passage de la coloration de 1’huile
d’olive du vert a une coloration jaunatre (Giuliani et al., 2011).

D’autre part, les faibles taux en caroténoides enregistrés par notre huile, peuvent étre
dus a leur oxydation pendant le processus de maturation, ainsi qu’a leur réle protecteur contre
la photooxydation en désactivant I’oxygene singulet (Perrin, 1992).

Le profil de I’huile d’olive en pigments chlorophylliens est affecté par les facteurs
agronomiques, les caractéristiques de la région de la provenance des olives (sol, température,
humidité), leurs variétés et leurs stade de maturité et les techniques agronomique adoptées

(Cerretani et al., 2008 ; Baccouri et al., 2008).
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En plus de la couleur, les chlorophylles et les caroténoides jouent un rdle important
dans I’huile d’olive vierge en raison de leur nature anti-oxydante a I’obscurité et pro-oxydante

a la lumieére (Criado et al., 2008 ; Oueslati et al., 2009 ; Dabbou et al., 2010).

V.6. Indice d’amertume

L’amertume est considérée comme un attribut positif a des intensités tolérables dans
I’huile d’olive vierge (Inarejos-Garcia et al., 2010).

L’indice d’amertume enregistré pour notre échantillon est de 1,07. Les valeurs
d’intensités d’amertume enregistrées suivent le méme ordre que celui des teneurs en
polyphénols totaux.

L’accumulation des phénols a caractere amer dans 1’olive est un mécanisme de
défense contre les phytopathogeénes (Amiot et al., 1989). En effet, I’olivier est considéré
comme un hote approprié pour la mouche de 1’olive (Nardi et al., 2010). De plus les facteurs
environnementaux et agricoles ont une grande influence sur 1I’amertume (Gomez-Rico et al.,

2009).

V.7. Activité antiradicalaire de I’huile contre le radical DPPH

Pour évaluer la capacité antiradicalaire de 1’huile contre le radical DPPH, 1’échantillon
d’huile d’olive est directement dilué dans du toluéne. Cette procédure permet la contribution
des antioxydants présents a I’activité antioxydante. L huile étudiée a une aptitude a piéger le
radical DPPH, et présente un pourcentage de 45,62%.

L’activité antiradicalaire pourrait €tre interprétée par la composition et le contenu en
antioxydants, par la diversité structurelle des composés phénoliques présents dans 1’huile ainsi
que par la différence dans la cinétique du potentiel antioxydant (Ramadan et Moersel, 2006;
Tuberoso et al., 2007). 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

I’interaction entre antioxydants (Pellegrini et Battino, 2006).

V. 3. Les analyses effectuées sur la margarine
V.3.1. Détermination du taux de solide par RMN (teneur en corps gras solides)

L’indice SFC se rapporte au pourcentage des matieres grasses qui sont solides a des
températures différentes. Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 3. Le SFC est un

facteur essentiel a déterminer, car il est responsable de plusieurs caractéristiques du produit, y
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compris son aspect général, I’exsudation d’huile et les propriétés organoleptiques (Nor Aini et
Miskandar, 2007).

Pour les margarines a tartiner, le SFC ne doit pas dépasser 40 % a 5 °C et pas plus de 6 % a
37°C (De Greyt et Huyghebaert, 1993) ou pas plus de 32 % a 10°C (Charteris et Keogh,

1991). Les résultats obtenus sont présenté dans la figure suivante:

20
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~—MF2 (%)
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\
N\

20°C 30°C 40°C
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Figure 3: Taux de solide (SFC) des différentes margarines (MF1, MF2, MF3)

On remarque qu’il y’a une différence du taux SFC a 20°C, 30°C et 40°C entre les
échantillons étudiés (MF1, MF2 et MF3) dans les trois différentes températures. On remarque
que plus le volume en huile additionnée est élevé plus le taux des solide est faible, en effet
I’huile d'olive renferme un taux faible en acides gras polyinsaturés et riche en acides gras
monoinsaturés.

Les résultats obtenus par RMN, nous permettent de conclure que les trois margarines sont
d’une nature plastique et faciles a tartiner. A 37°C, I’'indice de SFC est inférieur a 6%, ce qui
indique que nos margarines fondent facilement (De Greyt et Huyghebaert, 1993).

L'information obtenue a partir des courbes de solide (SFC) permet de prévoir la
compatibilité du corps gras, ainsi que les caractéristiques finales du produit fini. Les taux de
solides a diverses températures fournissent de bonnes indications du comportement général du
corps gras.

D'apres 1'allure des courbes, on remarque une diminution du solide en allant des basses
températures (20°C) vers les hautes températures (40°C), tendant méme a z€ro dans le cas des

trois margarines. La fermeté de la margarine est généralement augmentée par le processus
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d'hydrogénation, car celui-ci est responsable de la formation d'AGS a partir des AGI et des
AGT. Ces derniers contribuent énormément aux propriét€és fonctionnelles des huiles
hydrogénées. Cependant, ceux-ci sont considérés comme étant un facteur de risque potentiel
dans les maladies cardiovasculaires. Ainsi, le contenu en AGT dans les margarines tend a étre
abaissé grace a de nouvelles alternatives a I'hydrogénation des huiles (Idris et Dian, 2005).

L'une des options disponibles est l'utilisation de 1‘huile de palme (de nature semi-
solide) et de ses fractions dans les formulations de margarines. Elles présentent des avantages
d‘utilisations liés a la stabilité thermique et oxydative importantes ainsi que la plasticité.
L‘autre option étant 1‘inter estérification. Ainsi, pour améliorer leurs propriétés de fusion, ces
huiles peuvent €tre inter estérifiés avec des huiles et des graisses végétales contenant des
acides gras a chaines courtes. (Karabulut et al., 2004 ; Idris et Dian, 2005).

D'apres Ribeiro et al. (2009b) et Karleskind et Wolff, (1992) la quantité de solide
présente a différentes températures au cours de la cristallisation et aussi inversement au cours
de la fusion est sans doute un parametre primordial a considérer et va de suite spécifier la
phase grasse. Le SFC est responsable de plusieurs caractéristiques propres aux margarines
incluant leur aspect et apparence, tendance a la tartinabilité, exsudation de 1‘huile et les
propriétés organoleptiques :

le SFC 4 0, 5 et 10°C contrdle le comportement a la tartinabilité (sa facilité a étre tartiné a la
température du réfrigérateur) en relation avec le procédé et les conditions de fabrication.

A 15 et 20°C le SEC est un facteur important pour le procédé, la dureté du produit final et
1‘exsudation huileuse.

A 20 et 25°C, il est 1ié a la stabilité de la margarine.

A 30 et 35°C, il est lié a la texture (tenue lors de certaines utilisations) et aux propriétés de

libération de 1‘arome et de la flaveur dans la bouche (appréciation orale du produit).

V.3.2. Les analyses physico-chimiques de la margarine

V.3.2.1.’humidité en % :

L’humidité varie selon les conditions et la période de stockage. L.’augmentation de la teneur
en eau favorise le développement des microorganismes, 1’hydrolyse enzymatique et
I’oxydation de la margarine. La diminution de la teneur en eau influe sur I’homogénéité de la

margarine c’est a dire la bonne dispersion de I’eau dans la phase grasse.
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Figure 4: Humidité des différentes margarines (MF1, MF2, MF3 et M std)

Les résultats de I’humidité pour les trois margarines MF1, MF2, MF3 sont présentés dans la
figure 4. Les valeurs de la teneur en eau (humidité) pour les trois margarines (MF1, MF2,
MF3), sont d’ordre de 15,15%, 15,43%, 15,05%. Ceci est compatible avec la formulation
initiale de trois margarines qui contiennent 82% de phase grasse et 18% de phase aqueuse.

La margarine standard son humidité est de 15,51% compatible aussi a sa formulation
initiale (80% phase grasse et 18%). A partir de ces résultats que on a obtenue on remarque
que le pourcentage de la teneur en eau (humidité) presque le méme pour les trois margarines
et la margarine standard, cela est due aux conditions de production (la quantité de 1’eau,
I’ air).

Les pourcentages de la teneur en eau (humidité) des trois margarines qu’on a obtenu sont

inférieurs a 16 %, donc notre margarine est conforme aux normes.

V.3.2.2. Détermination de point de fusion

Les résultats de point de fusion pour les trois margarines (MF1, MF2 et MF3) sont
présentés dans la figure 5. D’apres la figure on remarque que les résultats de point de fusion
des échantillons étudiés sont treés proches a celui de la margarine standard (figure5), cela est

dii a la méme composition en maticre des huiles.
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Figure 5: Points de fusion des différentes margarines (MF1, MF2, MF3 et M std)

D’apres les résultats qu’on a obtenu, on remarque qu’il y a une diminution du point
de fusion des trois margarines avec I’augmentation du pourcentage de I’huile d’olive, cela est
di a la richesse de I’huile d’olive en acide gras polyinsaturés.

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. D'apreés la composition en AG des échantillons précédents, on comprend
aisément les points de fusion obtenus en relation avec la composition chimique en acides gras
de chaque échantillon de margarine plus on augmente le volume de huile (acides gras

insaturés €élevés) plus le point de fusion est élevé.

V.3.2.3.Détermination du pH de la phase aqueuse par la méthode potentiométrique :
Les pH de la phase aqueuse pour les trois margarines MF1, MF2 et MF sont d'ordre 3,89;

3,77 et 3,74 respectivement, présentés en dans la figure 6.
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Figure 6: pH des différentes margarines (MF1, MF2, MF3 et M std)

On remarque que les résultats de pH de la phase aqueuse des margarines enrichies en
I'huile d’olive et le pH de la phase aqueuse de la margarine standard (figure 6) sont
différentes, le pH de nos margarines est inférieur a celui de la margarine standard, donc les
émulsions de notre margarine ne sont pas stables.

D’apres les résultats qu'on a obtenu dans la figure 6 on remarque qu’il y a une
diminution de pH des trois margarines (MF1, MF2 et MF3) avec 1’augmentation du
pourcentage de I’huile d’olive cela indique que notre 1’huile est acide.

D'apres Karleskind et Wolff (1992), il est préférable de controler le pH de la phase
aqueuse. Une valeur basse de ce dernier freine la croissance des microorganismes. En général
on fixe le pH entre 4 et 5,5 (dans certaines margarines de feuilletage on peut avoir des valeurs
de 3,0 a 3,5). Ces faibles valeurs de pH, conduisent a une sensation acide, qui peut ne pas

plaire aux consommateurs.

V.3.2.4.Détermination de I’indice de peroxyde

Les premiers produits formés par oxydation sont les peroxydes ou les hydroperoxydes qui
évoluent ensuite vers des structures plus stables : produits volatils et produits non volatils
(Rahmani, 2007). L'indice de peroxyde est un critere tres utile et d'une sensibilité satisfaisante

pour apprécier les premiéres étapes d ‘une détérioration oxydative (Karleskind, 1992).
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Les résultats de I’indice de peroxyde pour les trois margarines MF1, MF2 et MF3 sont
de I’ordre de 0,34 meq d’O,/ kg. Cet indice est inferieur par apport aux normes fixées par
NE.1.2.98.88 qui est de 10 meq O,/Kg. Ces faibles valeurs est une conséquence d'utilisation

d'une huile d'olive Extra vierge dont l'indice de peroxyde est tres faible.

V.3.2.5. La teneur en sel (taux de sel) :
Les teneurs en sel pour les trois margarines MF1, MF2 et MF3 sont représentés dans la

Figure 7:
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Figure 7: Les teneurs en sel des différentes margarines (MF1, MF2, MF3 et M.std)

On remarque que la teneur en sel des trois margarines étudiées MF1, MF2 et MF3 sont
respectivement de 0,30 ; 0,31 et 0, 32%, elles sont inférieures a celle de la margarine standard
qui est de 0,35%, ca n’empéche que cette valeur est jugée conforme par apport aux normes.

D'aprés Karleskind et Wolff, (1992), la teneur en sel varie suivant l'utilisation de la
margarine et sa texture. Elle est de 1‘ordre de 0,1 a 0,3 % pour les margarines en pots
(tartinable). L’addition de sel a la margarine a pour but d’améliorer la sapidité (golit) et
inhiber le développement de certaines bactéries, ce qui permet le prolongement la durée de

conservation.
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V.3.2.6. Détermination de ’acidité (NE.1.2.97/88)
L‘acidité (%) est le pourcentage d‘acides gras libres exprimés conventionnellement
selon la nature du corps gras en acide oléique pour la grande majorité des corps gras, ou

palmitique pour l'huile de palme (Karleskind et Wolff, 1992).
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Figure 8: L’acidité des différentes margarines (MF1, MF2, MF3 et M std)

On remarque que les valeurs de I’acidité des trois margarines étudiées qui sont
respectivement (0,16% ; 0,17% et 0,20%) sont supérieures a celle de la margarine standard

qui est 0,10 %, n’empéche que cette valeur est jugée conforme par rapport aux normes.
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V.4.Résultat et discussion de la partie microbiologique

Tableau VIII: Résultat d’analyses microbiologiques de la margarine a 20 % I’huile d’olive

. . ] Méthode
Désignation | ypjté Echl Ech2 Ech3 Ech4 Ech5 Normes & essai

Germes ufc/g 01 03 00 02 00 100 | 1SO: 4833
aérobies
fCGEZgl’[;zrmes ufc/g | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence | ISO: 7251
Staphylococ ISO:
cUS AUreus ufc/g 00 00 00 00 00 10 6888-1
Levur fe/ 00 00 00 00 00 0 |10

Hres uiee 215272
Salmonella ufc/25g | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence | ISO: 6579

Tableau IX : Résultats d’analyses microbiologiques de la margarine a 30 % I’huile d’olive

Méthode
Unité Echl Ech2 Ech3 Ech4 Ech5 Normes & essai
Germes ISO:
aérobies ufc/g 00 o0 o % o 10 4833
C}ohformes ufc/g Absence Absence | Absence | Absence | Absence | Absence 150
fécaux 7251
Staphyloco ISO:
cCUS aureus ufc/g 00 00 00 00 00 10 6888-1
ISO:
Levures ufc/g 00 00 00 00 00 10 215272
ISO:
Salmonella | ufc/2g Absence Absence | Absence | Absence | Absence | Absence 6579

Tableau X : Résultats d’analyses microbiologiques de la margarine a 40 % 1’huile d’olive

Désigna | Unit¢ | Ech1 | Ech2 | Ech3 | Ech4 | EchS | Normes |Mcthode
Tion d’essai
Germes ISO:
aérobies ufc/g 00 00 00 00 00 100 4833
Colifor ISO:
mes ufc/g | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence 725 1
fécaux
Staphylococcus I1SO:
AUreUs ufc/g 00 00 00 00 00 10 6388-1
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ISO:
Levures ufc/g 00 00 00 00 00 10 21527-2

ISO:
Salmonella ufc/25g | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence 6579

Tableau X : résultats des analyses microbiologiques de la margarine std

Germes (germes/grammes)
Germes aérobies a 30° C Coliformes | Staphylococcus Salmonella
fécaux Aureus Levures
Résultats <100 Absence Absence Inférieur a Absence
1
Normes (m) 10° Absence Absence <10 Absence

D’aprés les résultats obtenus (tableaux VIII, IX et X), une présence de quelques
germes de la flore aérobie totale inferieur a la norme fixée (100 UFC/g) est détectée, leur
présence est attribuée a plusieurs facteurs dont I’emballage ou I’air ambiant dans la salle de
fabrication a I’échelle laboratoire. Cela ne pourrai pas €tre 1ié a la matiere premicre utilise
(lait, eau et ingrédients utilisés), ni au process de fabrication.

Les coliformes fécaux, Staphylococcus aureus, levures et Salmonella, se sont avérés
inexistants dans nos échantillons, cela peut étre expliqué par la présence des composés
phénoliques ayant une activité antibactérienne dans 1’huile d’olive utilisée, a cet égard Brenes
et al., (2007), rapportent que I’huile d’olive présente 1’activité antibactériennes la plus élevée
comparée aux autres huiles végétales (Tournesol, Corne, Soja, Cotton et Colza), cela est en
relation avec la diminution des teneurs en composés phénoliques, cette activité est expliquée
par la sensibilité des bactéries aux composés phénoliques, I’activité antibactérienne est plus

élevée vis-a-vis des bactéries a Gram positif que les Gram négatif.
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Conclusion :

Notre présente étude a pour objectif 1’¢laboration de trois margarines de table
enrichies a 20%, 30% et 40% d’huile d’olive sans vitamine E, dans le but d’améliorer sa

stabilité oxydative par I’apport d’antioxydants naturels présents dans 1’huile d’olive.

D’apres les résultats des tests de classification de I’huile d’olive (Acidité, Indice de
peroxyde et I’absorbance aux UV), notre huile d’olive est classée dans la catégorie « extra
vierge ». Sa composition en acides gras correspond parfaitement aux normes établies par le
COI (2003) pour I’huile d’olive extra vierge, notant que 1’acide oléique est le plus dominant
(70,94%). Cette analyse des acides gras par CPG a révélé la présence des acides gras
essentiels avec un rapport AGI/AGPI de 6.61, il est toutefois conforme aux recommandations

des nutritionnistes.

Le dosage des polyphénols indique que I’huile d’olive étudiée est classée parmi les
variétés a teneur ¢levée en polyphénols totaux 500-1000mg/kg, ce qui est peut-€tre la cause

du gotit amer de cette huile. Ainsi sa stabilité antioxydante.

L’essai de formulation des margarines de table additionnées d’huile d’olive a été
expérimenté en vue d’étudier I’effet antioxydant de ce dernier. Les indices de caractérisation
des margarines ¢laborées s’aveérent conformes a la recette préétablie. En outre, 1’indice de

degré d’altération par oxydation (indice de peroxyde) est conforme aux normes.

Les analyses microbiologiques des trois margarines MF1, MF2 et MF3 sont avérés
exempte de germes pathogeénes, aucune présence de coliformes fécaux, Staphylococcus

aureus, levures et Salmonella n’a été détectée.

I1 est intéressant d’approfondir notre travail pour une meilleure évaluation de la qualité

de I’huile d’olive par les analyses suivantes :

» L’identification des différents composés phénoliques ;
» Le dosage des tocophérols et leur identification ;
» L’étalement de ce travail a d’autres variétés cultivées dans notre pays ;

» FEtude de I’activité antioxidante de 1’huile d’olive.
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Annexe 1

Tableau I : Les principaux acides gras présents dans I’huile d’olive (Roehlly, 2000).

Acides gras Longueur de la chaine et | Teneur en %
nombre d’insaturation

Acide oléique Cl8:1 55-83
Acide linoléique Cl18:2 3,5-21
Acide palmitique Cl16:0 7,5-20
Acide stéarique C18:0 0,5-5
Acide palmitoléique Cl6: 1 0,3-3,5
Acide linolénique C18:3 <0,9
Acide Arachidique C20:0 <0,6
Acide gadoleique C20:1 <0,4
Acide heptadécanoique C17:0 <0,3
Acide héptadécénoique Cl7:1 <0,3
Acide béhenique C22:0 <0,2
Acide lignocérique C24:0 <0,2
Acide myristique Cl4:0 <0,05




Annexe 2
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Figure 1 : Chromatogramme type des esters, méthyliques des acides gras de I'huile d’olive
1 : acide palmitique (C 16 :0), 3 : acide stéarique (C18 :0), 4 : acide oléique (C 18 :1)

2 : acide palmitolieque(C 16 :1), 5 : acide linoléique (C 18 :2), 6 :acide linolénique (C18:3)



Annexe 4

Tableau : la Composition des mileux de culture

Milieu PCA (Plate Count Trvptone 5,0 g. Extrait de levure 2,5 g. Glucose 1.0 g Agar
Agar). agar bactériologique 120 g

Bouillon laurylsulfate- Tryptose .20 g. Lactose 5 g Phosphate dipotassique 2,75 g

Tryptose Phosphate monopotassique .2.75 g .Chlomre de sodium .35, g.

Laurylsulfate de sodum .0, 10 g

Baird-Parker

Tryptone 10,0 g Extrait de viande 5.0 g. Extrait autolytique de
levure 1,0 g. Pyruvate de sodium 10,0 g Glycine 12,0 g.
Chlorure de lithium 5.0 g .Agar agar bactériologique 150 g.
Emulsion de jaune d oeufs 47.0 ml Telurite de potassium a
3.5% 3.0 ml

Gélose au Dichloran-
Glycérol (DG 18)

Tryptone 3.0 g .Glucose 10,0 g Phosphate monopotassique 1,0
g Sulfate de magnésium, 0,5 g. Dichloran (dichloro-2 6-nitro-4-
aniline) 2.0 mg. Chloramphénicol 0,1 g. Glycérol 220g Agar
agar bactériologique 13,0 g

RAPPAPORTV-
ASSILTIADIS SOJA
(RVS)

Peptone papainique de soja .4, 30 g. Chlorure de sodium .7, 20
2. Phosphate monopotassique .1, 26 g Phosphate dipotassique
0.18g Chlorure de magnésium anhydre .13, 40 g Vert
malachite (oxalate) 36, 0 mg

} Bouillon de
MULLERKAUFFMAN

N au Tétrathionate-
Novobiocine (MKTTn)

Tryptone 8, 6 g. Extrait de viande 4, 3 g Sels biliaires 4, 78 g
Chlorure de sodium 2, 6 g Carbonate de calcum 38,7 g
Thiosulfate de sodium anhydre 30, 45 g Vert brallant 9, 6 mg

(Xylose-Lysine-
Désoxycholate) XD

Extrait autolvtique de levure 3, 0 g L-Lysine 5, 0 g. Lactose 7,
5 g Saccharose 7, 3 g Xylose .3, 5 g. Désoxycholate de
sodium.2, 5 g. Chlorure de sodium 5, 0 g _Thiosulfate de

sodium 6, 8 g. Citrate fernque ammomiacal .0, 8 g Fouge de
phénol B0, 0 mg. Agar agar bactériologique.13, 5 g

Solution de RINGER au
14

Chlorure de sodium 2, 250 g Chlorure de potassium 0, 105 g
Chlorure de calcium 0, 120 g Hydrogénocarbonate de
sodium 0, 030 g




Annexe 5

Tableau : les caractéristiques de huile de palme

Huile de palme

Acidits

(%2 d'acide palmitique) 0,30 Max

Indice de péroxyde 10 Max

(meq O/ kg huile )

Matigres volatiles 02 Wax

a105°C %

Impuretés insolubles 0,03 Max

Indice de refraction 1,449 - 1,455

(mg 30°C)

Indice de

Saponification 190 - 209

img KOH / g d"hwle)

Indice d'iode 30 - 55

Point de fusion 36 - 40

g

Couleur Lovibond 5p 1/4

Jaune 30 hiax

Fouge 3.0 hfax

Odeur et saveur Caracténstiques zu produit

SEC %
5°C 63x4
10°C 57+ 4
15°C 44+4
0e°C 31+4
5°C W0x4
0°C 11+£4
35°C 64

40°C 3 Max




Annexe 6

Tableau : caractéristique de huile estérifiée

Huile estérifiee

Acidité

% d'acide palmitique) 0320 Max

Indice de péroxyde 10 Max

imeq 02/ kg huile )

Matiéres volatiles 0.2z MWlax

a105°C %

Impuretés insolubles 0,03 Max

Indice de refraction 1,449 - 1,454

(m30°C)

Indice de
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Résumé

Le présent travail porte sur la formulation de trois margarines de table enrichies en I’huile
d’olive a 20%, 30% et 40 %, sans vitamine E, et sans pasteurisation dans le but de
I’estimation de leur qualité et stabilité oxydatives. Les tests de qualification de I’huile d’olive
ont déterminé I’appartenance de 1’huile étudiée a la catégorie des huiles extra vierges. La
chromatographie en phase gazeuse de I’huile d’olive a révélé la dominance de 1’acide oléique,
comme un ¢élément majeur de la composition d’acides gras (70,94%). Les teneurs en
polyphénols est de 535,80 mg/kg, ce qui nous renseigne sur sa catégorie a teneur élevée en
polyphénols totaux. La teneur en pigments relativement faible est de 3,393 mg/kg pour la
chlorophylle et 2,805 mg/kg pour les caroténoides. Trois margarines a tartiner enrichies en
I’huile d’olive, ont été élaborées. L’analyse des trois margarines obtenues présente, les
caractéristiques physico-chimiques suivantes : pH de 3,89/ 3,77/ 3,74 respectivement pour les
trois formulations (MF1/ MF2/ MF3), I’indice de peroxyde est de 0,34 meq d’O2/kg pour les
trois formulations, un point de fusion de 36,5°C (MF1), 36,3°C (MF2) et 35.9°C (MF3).Les
analyses microbiologiques ont confirmé l'absence de pathogenes grace a l'effet anti-microbien

de T'huile d'olive.

Mots clés: huile d’olive, margarine, stabilité¢ oxydative, vitamine E, acide oléique.

Abstract

The present work deals with the formulation of three table margarines enriched with 20%,
30% and 40% olive oil, without vitamin E, and without pasteurization in order to estimate
their oxidative quality and stability .The qualification tests of olive oil have determined the
belonging of the oil studied to the category of extra virgin oils. Gas chromatography of olive
oil revealed the dominance of oleic acid as a major component of the fatty acid composition
(70.94%). The polyphenol contents are 535.80 mg / kg, which gives us information about its
category with a high content of total polyphenols. The relatively low pigment content is 3.393
mg / kg for chlorophyll and 2.805 mg / kg for carotenoids. Three spreads margarines enriched
with olive oil have been developed. Analysis of the three margarines obtained had the
following physicochemical characteristics: pH of 3.89 / 3.77 / 3.74 for the three formulations
(MF1 / MF2 / MF3), the peroxide value was 0, 34 meq O2 / kg for the three formulations, a
melting point of 36.5 °© C (MF1), 36.3 © C (MF2) and 35.9 ° C (MF3) Lack of pathogens due

to the antimicrobial effect of olive oil.

Key words: Olive oil, margarine, polyphenol, oxidative stability, vitamin E, oleic acid.



