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Résumé

Le secteur des huiles végétales alimentaires représente 1'un des secteurs les
plus déficitaires au Maroc. Le manque de données sur les huiles d’olives

marocaines nous a amenés a entreprendre le présent travail.

En effet, Le sujet de la présente these s’inscrit dans le cadre de I'étude et la
proposition des voies de valorisation de I'huile d’olive pour un développement
durable du secteur oléicole au Maroc et la contribution a la connaissance

scientifique internationale dans ce domaine.

La premiére partie de ce travail porte sur l'évaluation des propriétés
nutritionnelles et organoleptiques par caractérisation physico-chimique de
I'huile d’olive extraite de la variété Picholine Marocaine (PM), a la commune de
Tagzirt, Région de Béni Mellal, Maroc ; 'objectif primordial de cette étude est de
contribuer a une meilleure connaissance de la qualité de I’huile d’olive étudiée,
en vue de I'améliorer, et de contribuer aussi a l'établissement de bases de

données des huiles d’olive produites dans la région.

Le but de la seconde partie était d'étudier l'influence de la maturation des
olives de la variété (PM) sur la qualité de I'huile afin de déterminer un moment

de récolte optimal en fonction des avantages nutritionnels et commerciaux.

La derniere partie consiste a la contribution au controle de la qualité de I'huile
d'olive par le biais d'une étude chimiometrique en couplant des outils
chimiometriques (ACP, PLS-DA) a la spectroscopie infrarouge pour pouvoir

discriminer entre les différentes catégories de qualité d’huiles d’olives.

Mots Clés: Huile d’olive, caractérisation physico-chimique, degré de maturité

des olives, spectroscopie infrarouge, méthodes chimiometriques (PCA, PLS-DA).
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Abstract

The vegetable oils sector is one of the most deficit sectors in Morocco. The

lack of data on Moroccan olive oils has led us to undertake the present work.

Indeed, the subject of the present thesis is part of the study and the proposal
of ways of valorization of the olive oil for a sustainable development of the olive-
growing sector in Morocco and the contribution to the international scientific

knowledge in this domain.

The first part of this work focuses on the evaluation of nutritional and
organoleptic properties by physicochemical characterization of olive oil
extracted from the Moroccan picholine variety in the commune of Tagzirt. The
primary objective of this study is to contribute to a better knowledge of the
quality of the olive oil studied, with a view to improving it, and also to contribute
to the establishment of databases olive oils produced in the region of Beni Mellal-

Khenifra in Morocco.

The aim of the second part was to study the influence of the ripening of the
olives studied on the quality of the oil in order to determine an optimal harvest

time according to the nutritional and commercial advantages.

The last part consists of contributing to the quality control of olive oil by
means of a chemometric study by coupling chemometric tools (PCA, PLS-DA)
with infrared spectroscopy in order to be able to discriminate between different

levels of olive oils quality.

Keywords: Olive oil, physicochemical characterization, olives ripeness, infrared

spectroscopy, chemometrics methods (PCA, PLS-DA).
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Liste des abréviations

ACP
AGE
AGI
AGMI
AGPI
AGS
ATR
CAMO
CE

COolI

EV
FT-IR
HCA

IR

LDL
LOD
LV

LVs
MIR
MIR-TF
MLR
MSC
ov
PC1
PC2
PCR
PLS
PLS-DA
PNO
Predi.
RE%
Ref.
RMSEC
RMSECy
RMSEP
SMIR
SNV
SPIR
uv

VOO

: Analyses en composantes principales

: Acides gras essentiels

: Acides gras insaturés

: Acides gras mono-insaturés

: Acides gras poly-insaturés

: Acides gras saturés

: Réflexion totale atténuée

: Computer Aided Modeling

: Commission Européenne

: Conseil Oléicole International

: Vierge Extra

: Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier
: Classification hiérarchique

: Infrarouge

: low density lipoprotein

: Limite de détection

: Vierge Lampante

: Variables latentes

: Spectroscopie moyen infrarouge

: Spectroscopie moyen infrarouge a transformée de Fourier
: Régression Linéaire Multiple

: Correction Multiplicative de diffusion

: Vierge Ordinaire (Courante)

: Composante principale 1

: Composante principale 2

: Régression sur Composantes Principales
: Régression des moindres carrés partiels (Partial Least Square)
: Partial least square discriminante

: Plan Oléicole National

: Valeurs prédites

: Erreur relatif de prédiction en pourcents
: Valeurs de référence

: Erreur quadratique de d’étalonnage

: Erreur quadratique de validation croisée
: Erreur standard de prédiction

: Spectroscopie moyen infrarouge

: Déviation Normale Standardisée

: Spectroscopie proche infrarouge

: Ultraviolet

: Vierge

: Virgin Olive Oil
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Introduction générale

Depuis des siécles, I'olivier est compagnon de la vie des hommes. L'huile d'olive, elle,

est la plus ancienne huile alimentaire connue.

De nos jours, de nombreuses études scientifiques confirment l'importance d'une
alimentation saine pour la santé. C'est pourquoi, I'huile d'olive fait I'objet de nombreuses

recherches pour confirmer les vertus ancestrales qui lui sont attribuées.

L'huile d'olive vierge, en particulier 1'huile d'olive extra-vierge, constitue 1'une des
huiles végétales les plus appréciées et consommées dans le monde entier en raison de
ses propriétés organoleptiques renommeées. Elle est la principale source de lipides dans
le régime alimentaire méditerranéen et a été liée a des avantages positifs pour la santé
[1], [2]. Au cours des derniéres décennies, il y a eu une augmentation significative de la
consommation mondiale d'huile d'olive, méme dans les pays ou elle n'est pas produite,
comme le Canada et le Japon [3]. En effet, en raison de la teneur significative en
composés bioactifs tels que les phénols, les phytostérols ou les tocophérols, sa
consommation réguliére améliore le statut antioxydant et le profil lipidique sanguin,
réduisant ainsi l'incidence de certaines maladies dégénératives comme 1'athérosclérose

ou le cancer [4] [6], [7], [8].

L'évolution de la consommation d'huile d'olive vierge au niveau international dépend
de sa qualité. En effet, plusieurs parametres sont associés a I'évaluation de la qualité et
de la pureté de I'huile d'olive. Selon la norme du Conseil Oléicole International, la qualité
des huiles d'olive est un ensemble de caractéristiques physiques, chimiques et
organoleptiques qui classent les huiles en différentes catégories [9]. Cette qualité est
influencée par plusieurs facteurs tels que les pratiques de culture, le systeme
d’irrigation, le moment de la récolte, le processus d'extraction et les conditions de
stockage [10]. Tous ces parametres exigent une étude attentive et de la maitrise afin

d'obtenir une huile d’olive de bonne qualité.

Le sujet de la présente these s’inscrit dans le cadre de I'étude et la proposition des
voies de valorisation de I'huile d’olive pour un développement durable du secteur
oléicole au Maroc et la contribution a la connaissance scientifique internationale dans ce

domaine.
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Ce présent mémoire est divisé en deux parties :

La premiere partie est consacrée a une étude bibliographique.

Le premier chapitre de cette partie, présentera quelques généralités sur l'olivier, son

fruit ainsi que I'huile d’olive.

Dans le second chapitre, nous rappelons d’'une manieére générale le principe de
certaines méthodes expérimentales utilisées lors de cette étude telles que la
spectroscopie infrarouge, la chromatographie, la chimiométrie ainsi que leurs

applications.
La seconde partie, partie expérimentale, s’articule autour de trois chapitres.

Le premier chapitre porte sur l'évaluation des propriétés nutritionnelles et
organoleptiques par caractérisation physico-chimique de I'huile d’olive extraite de la
variété « Picholine Marocaine », produite a la commune de Tagzirt dans la région Béni
Mellal-Kénifra au Maroc. L'objectif principal de cette étude est de contribuer a une
meilleure connaissance de la qualité de I'huile d’olive, en vue de I'améliorer, et a

I’établissement de bases de données de I'huile d’olive produite dans cette région.

Le deuxiéme chapitre a pour but d'améliorer les connaissances sur l'effet de la
maturation des fruits sur la qualité de I'huile d'olive, puis de déterminer un temps de

récolte optimal en fonction des avantages nutritionnels et commerciaux.

Le dernier chapitre consiste en la contribution au contréle de la qualité de I'huile
d'olive par le biais d’'une étude chimiométrique en couplant I'analyse en composantes
principales (ACP) et la régression au sens des moindres carrés partiels discriminants
(PLS-DA) a la spectroscopie moyen infrarouge pour pouvoir discriminer entre les

différentes catégories de qualité d’huiles d’olive étudiées.
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Chapitre 1: Généralités
I. Introduction

L'huile d'olive est l'une des plus anciennes huiles végétales connues, produites
principalement dans les pays entourant la mer Méditerranée. C'est un jus de fruit
naturel, obtenu a partir du fruit de I'arbre Olea europea, avec une composition et une
qualité uniques. En outre, I'huile d'olive est 1'une des rares huiles qui peuvent étre
consommeées sous sa forme naturelle, conservant ainsi tous ses constituants naturels.
L'huile d'olive est un élément clé du régime méditerranéen traditionnel, qui est associé a
une vie relativement longue et en bonne santé. La consommation d'huile d'olive a
également augmenté dans les zones non méditerranéennes en raison de l'intérét
croissant pour le régime méditerranéen et de la tendance des consommateurs a
sélectionner les aliments les moins transformés. Les consommateurs exigent de plus en
plus que la qualité alimentaire élevée soit maintenue pendant la période comprise entre
I'achat et la consommation. Ces attentes sont une conséquence non seulement de
'exigence principale selon laquelle les aliments doivent rester sains et valides, mais
aussi de la nécessité de minimiser les changements indésirables dans la qualité

sensorielle [1].

Ce chapitre est consacré a la présentation de notions générales sur l'olivier, le fruit

d’olivier et I'huile d’olive, y compris leurs compositions et leurs propriétés chimiques.

II. Apercu historique

Bien que les historiens et les archéologues ne soient pas unanimes sur le pays
d'origine de l'olivier, cet arbre a incontestablement trouvé en Méditerranée des
conditions naturelles, principalement climatiques, auxquelles il s'est parfaitement

adapté [2].

Le berceau de l'olivier fut vraisemblablement 1'Asie Mineure ou la Crete. Les
premieres traces que l'on a de cet arbre datent de 37 000 ans avant Jésus Christ (av.].-
C.), sur des feuilles fossilisées découvertes dans les iles de Santorin, en Grece. Les
premieres plantations remontent a 3000 ans av.].-C., dans le Croissant fertile, aire
englobant I'Egypte, la Syrie, la Palestine et la Phénicie. Puis il se propage vers la Grece a

travers 1'Anatolie, puis vers la Crete et I'Egypte [3]. C'est d'ailleurs en Egypte que sont
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apparues les premieres inscriptions relatives a 1'huile d'olive, sur les bas-reliefs des

tombes pharaoniques de I'Ancien Empire, environ 2500 ans av.].-C. [4].

Avec le XVI¢éme siécle s'ouvre une période de conquéte qui a conduit l'olivier a son
extension territoriale maximale, sous l'influence d'une demande croissante. Les
caravelles espagnoles introduisent l'olivier sur les terres du Nouveau Monde, comme au

Mexique, au Pérou (en 1560), au Chili, en Argentine et en Californie.

Au cours des périodes plus récentes, l'expansion de l'olivier s'est poursuivie en
s'implantant en Afrique du Sud, en Australie, au Japon et en Chine. Mais 1'olivier ne
disparait jamais des rives de la Méditerranée, et son "or liquide" reste, quelque soit le

temps et I'espace, le symbole et la richesse du monde méditerranéen [5].

III. Eléments botaniques
Réputé immortel, l'olivier est un végétal a la croissance lente mais d'une longévité

exceptionnelle.
1. Nomenclature systématique de I'olivier

— Classification [6]

Embranchement PHANEROGAMES
Sous-embranchement ANGIOSPERMES
Classe DICOTYLEDONES
Sous-classe ASTERIDAE
Ordre GENTIANALES
Famille OLEACEAE

Genre OLEA

Espece OLEA EUROPAEA L.

Genre Olea: il a été ainsi désigné par le botaniste Tournefort. Il regroupe un grand

nombre d'especes (trente a quarante selon les auteurs) réparties sur les cinq continents.

Espece Olea europaea L. : elle a été nommée par le savant suédois Linné en raison de

son aire géographique. C'est I'unique espece du bassin méditerranéen représentative du

genre Olea. On distingue deux sous-especes :

- I'olivier cultivé : Olea europaea sativa

- I'olivier sauvage ou oléastre : Olea europaea sylvestris
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L’oléastre se différencie de l'olivier cultivé par ces caracteres: c'est un arbrisseau, il
posseéde des rameaux épineux et quadrangulaires, ses fruits sont petits et nombreux et

son huile est peu abondante.

2. Description botanique

Nous parlerons de l'olivier sous sa forme cultivée.

— Aspect général [7], [8]

L'olivier se caractérise par un tronc bas, de couleur grise. C'est un arbre a croissance
lente qui peut atteindre 15 a 20 metres de hauteur selon les sols et les climats. On le
taille entre 3 et 5 metres pour en améliorer la productivité et en faciliter la cueillette. Il
est toujours vert, d'un vert terre et brun grisatre, mais dont les dimensions et les formes
peuvent étre tres variables. C'est le seul arbre fruitier a feuilles persistantes. S'il n'est

pas taillé, son port est pyramidal.

— Le systéme racinaire
Le systéme radiculaire s'adapte aux conditions de sol et n'émet de racines profondes

que si les conditions hydriques et minérales l'exigent.

L'olivier présente un systéme racinaire a développement latéral, avec trois ou quatre
racines dominantes et un important chevelu. La profondeur d'enracinement ne dépasse

pas 70 cm.

Sous le tronc, ce systeme radiculaire forme une souche ligneuse parfois énorme
appelée "matte" ou "gourgue" ou s'accumulent d'importantes quantités de réserve qui

lui permettront de résister a des conditions difficiles [9].

— Letronc[7]
Le tronc des jeunes oliviers est droit et circulaire. En vieillissant, il se déforme et
acquiert son aspect tourmenté caractéristique. Des zones successives de dépression, les
cordes, apparaissent. Dans les zones tres humides, des caries peuvent déformer le bois

pourtant tres dur.

— Lafeuille [7], [10]
Les feuilles de I'olivier sont persistantes et d'une durée de vie de trois ans. La face
supérieure est luisante de couleur vert foncé, tandis que la face inférieure présente un

aspect argenté dii a une pruine.
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Le dessus des feuilles exposé au soleil est protégé par une cuticule vert sombre d'une
texture vernissée, imperméable. La face inférieure est duveteuse et controle la sortie des

eaux par un poil qui le coiffe a la maniere d'un parasol.

En moyenne, les feuilles de I'olivier mesurent de 2 a 8 centimetres de long et de 0.5 a

1.5 centimetres de large.

— Lafleur [7], [11]

Des le début du mois de mai, on peut voir fleurir les oliviers, cependant la floraison ne
dure qu'une huitaine de jours. Ce sont des fleurs hermaphrodites, tétrameres. Au coeur
de la fleur, I'ovaire a deux loges se prolonge par un épais stigmate, et les deux étamines
saillantes s'attachent sur le tube de la corolle. Les fleurs sont petites, blanches,

odorantes, regroupées en grappes dressées a l'aisselle des feuilles.

— Le fruit (Olive)

L’olive est une drupe de forme ovale constituée d'un péricarpe et d’'un endocarpe. Elle
pese de 2 a 12 g, bien que certaines variétés puissent peser jusqu’'a 20 g. Le péricarpe
comprend deux parties : I'épicarpe (la peau) et le mésocarpe (la pulpe) qui représente
environ 65-83 % du poids total. L’endocarpe (noyau) représente 13 % a 30 % du poids

total. L’épicarpe est couvert de cire et passe du vert clair au noir quand le fruit mirit

(fig. 1).

Coupe Longitudinale Coupe Transversale
. Ovaire
Epicarpe . Noyau ;.
Al / stérile
Mésocarpe _WNE < =2
T e Pulpe
Endocarpe - /
N : Ovaire
~  fertile

Figure 1 : Composition physique de I'olive (la drupe) [2]
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3. Lesvariétés d'olives

La principale variété cultivée au Maroc est la Picholine Marocaine, présente a plus de
96 % dans les plantations du pays. Les 4 % restants se composent de la Picholine
Languedoc, de la Dahbia et de la Meslala, qui sont cultivées en régime irrigué (Haouz,
Tadla, El Kelaa) et de quelques variétés espagnoles et italiennes telles que la Picual, la

Manzanilla, la Gordal et la Frantoio.

L’Institut National de la Recherche Agricole a commencé a étudier la Picholine
Marocaine il y a quelques années dans le cadre de son programme pour I'amélioration
variétale afin de sélectionner les clones les plus performants. Ce travail a conduit a la
sélection de deux clones viables, baptisés Haouzia et Menara [12], qui sont actuellement

en cours de diffusion par le Ministere de I’Agriculture a travers ses Directions Régionales.

— Picholine Marocaine
Elle est communément dénommée Zitoun Beldi. La nomination Picholine Marocaine
lui a été attribuée par les colons francais pour la distinguer de la Picholine de Languedoc
puisque les formes des fruits de ces variétés se ressemblent. Une étude récente a montré
que la Picholine Marocaine est une variété avec un génotype dominant qui donne une

situation particuliére pour I'oléiculture du Maroc.

Ses fruits ont une forme symétrique ovoide ou légérement allongée, une base
tronquée et un mucron peu marqué. Sa teneur moyenne en huile varie de 15 a 25 % par
rapport au poids frais. Elle est la plus recherchée par les industriels ; en effet, elle
s’adapte a toutes les préparations des olives de table et donne une huile de tres bonne

qualité lorsqu’elle est triturée dans de bonnes conditions.

— Haouzia
Cette variété récente est issue d'une sélection clonale de la Picholine Marocaine. Elle
se distingue des autres clones par un nombre de fleurs parfaites par inflorescence, une
entrée en production précoce, une meilleure capacité de multiplication par bouturage
semi-ligneux et une productivité élevée. Cest également une variété rustique,

présentant une capacité rhizogene élevée.

En régime irrigué, les premiers fruits apparaissent des la troisieme année. Son
époque de floraison est intermédiaire, elle est autocompatible et présente un

pourcentage d’avortement ovarien élevé. Elle est souvent associée au pollinisateur
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Picholine Languedoc. Sa productivité est élevée et alternante, son époque de maturation
est intermédiaire. Elle est utilisée pour la production d’huile d’olive (rendement de 23
%) comme pour la préparation d’olives vertes. La pulpe se sépare facilement du noyau.
Elle est tres résistante a la maladie de I'ceil de paon, et tolérante a la tuberculose et a la

secheresse.

— Menara
Nouvelle variété issue d’'une sélection clonale de la Picholine Marocaine, elle se
distingue de celle-ci par une meilleure aptitude a la multiplication par bouturage semi-
ligneux, le nombre supérieur de fleurs parfaites par inflorescence, une entrée en
production précoce et une productivité élevée. Elle est tres rustique et présente une

capacité rhizogene élevée.

En régime irrigué, elle se développe et entre en production trés rapidement (des la
troisieme année). Son époque de floraison est intermédiaire et bien qu’elle soit
partiellement autocompatible, il est recommandé de I’associer avec un pollinisateur
adéquat tel que la Picholine Languedoc. Elle présente un pourcentage d’avortement
ovarien moyen et produit un pollen abondant. Son époque de maturation est
intermédiaire. Elle est utilisée pour la production d’'une huile d’olive de bonne qualité
(teneur en huile de 24 %) comme pour la confiserie en vert ou en noir. La pulpe des
fruits se sépare facilement du noyau. Elle est particulierement résistante a la

tuberculose.

4. Développement de I'arbre [13]

L'olivier se développe en quatre périodes:

v' Période de jeunesse (1-7 ans) : c'est la période de croissance, de taille et de
floraison. L'olivier s'installe, s'étoffe mais ne produit rien.

v' Période d'entrée en production (7-35 ans) : c'est en quelque sorte la période
d'adolescence de l'arbre qui se prépare a l'établissement de productions
régulieres et importantes.

v' Période adulte (35-100 ans) : période de pleine production (rendement de 15 a
25 kg d'olives par arbre). L'olivier est dans la force de 1'age.

v Période de sénescence (au-dela de 150 ans) : fin de la vie productive de I'arbre,

petit a petit il produit moins. Les branches charpentieres meurent, le tronc éclate.
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C'est au Portugal, dans la région de 1'Algarve que 1'on trouve le plus vieil olivier 4gé de

2000 ans (datation au carbone 14) [8].

5. Facteurs de développement de I'olivier [14]

L'olivier dépend de différents facteurs climatiques et géologiques.

5.1. Facteurs climatiques
L'olivier lui faut un hiver doux avec une moyenne de 8 a 9°C, température a laquelle il

entre en végétation. Il ne résiste pas a une température inférieure avoisinant

les-7a-10 °C.

De méme, pendant 'automne et le printemps, des pluies suffisantes sont nécessaires.
L'été, il peut résister aux températures élevées moyennant un approvisionnement d'eau

suffisant. La floraison printaniéere est déclenchée par une température de 20 a 22°C.

Du point de vue altitude, 1'olivier est absent au-dessus d'un palier de 1000 a 2000
metres. L'éclairement doit étre abondant afin que l'arbre végete et fructifie

normalement.

Enfin, la pluviosité moyenne annuelle est de 700 millimetres. Par effet inverse, une
région trop pluvieuse favorise le développement de maladies parasitaires: cyclonium,

fumagine, cochenille ...

Ainsi, la limite nord est fixée par les basses températures hivernales ou printaniéres,

et la limite sud par la sécheresse de l'air ambiant et I'absence de pluies.

5.2. Facteurs géologiques
L'olivier s'adapte a des sols variés. Il pousse sur des sédiments siliceux ou calcaires.

Seuls les terrains tres argileux ne lui conviennent pas.

Ainsi rares sont les arbres qui s'accomodent aussi bien que l'olivier de sols réputés

stériles et sans valeur pour les autres cultures.

Sil'olivier est moins exigeant que les autres arbres, c'est grace a son puissant systeme
racinaire qui lui permet d'aller chercher dans les couches les plus profondes du sol les

éléments nutritifs.
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Par contre, il n'aime pas le vent qui peut provoquer des pertes importantes pendant
la floraison ou la maturation des fruits. Un sol trop humide, en raison de la présence de

couches phréatiques ou de drainage, ne lui est pas trop profitable.

IV. Huile d’olive

1. Définition

L’huile d’olive est I'huile provenant uniquement du fruit de l'olivier a I’exclusion des
huiles obtenues par solvant ou par des procédés de réestérification et de tout mélange
avec des huiles d’autre nature. Elle est commercialisée selon les dénominations et

définitions ci-apres [15] :

L’huile d’olive vierge est I'huile obtenue de 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 I'huile, et n’ayant subi aucun traitement
autre que le lavage, la décantation, la centrifugation et la filtration.

Selon ses caractéristiques physico-chimiques et organoleptiques, I'huile d’olive vierge est

classée en deux grands groupes :

v L’huile d’olive vierge propre a la consommation en I'état comporte :

— Huile d’olive vierge extra : I'acidité, exprimée en acide oléique doit étre
inférieure a 0,8 g / 100 g d’huile. Au niveau des caractéristiques
organoleptiques, cette huile a une présence de fruité et une absence de
défaut.

— Huile d’olive vierge : l'acidité, exprimée en acide oléique doit étre
inférieure a 2 g / 100 g d’huile. Au niveau des caractéristiques
organoleptiques, cette huile a une présence de fruité et une présence
possible de défauts légers.

— Huile d’olive vierge courante : huile d’olive vierge dont 'acidité libre
exprimée en acide oléique est au maximum de 3,3 g / 100 g d’huile et dont
les autres caractéristiques sont conformes a celles prévues pour cette

catégorie.

v" L’huile d’olive vierge non propre a la consommation :
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L’huile d’olive vierge non propre a la consommation en I’état dénommée huile d’olive

vierge lampante est I'huile d’olive vierge dont I'acidité libre exprimée en acide oléique est

supérieure a 3,3 g / 100 g d’huile et/ou dont les caractéristiques organoleptiques
correspondent a celles fixées pour cette catégorie par la présente norme. Elle est
destinée aux industries du raffinage ou a des usages techniques. On distingue, I'huile

d’olive raffinée et I'huile d’olive simple.

2. Elaboration de 1I'huile d'olive

2.1. Maturation des olives
D'avril a juin, I'olivier se couvre de minuscules fleurs blanches. Seulement cinq fleurs

sur cent sont fécondées.

Une fois les fleurs fanées, leur cceur se transforme peu a peu en noyau : c'est la
nouaison. Au cours de 1'été, le noyau durcit progressivement (sclérification) et s'entoure

de pulpe pour constituer une drupe charnue.

S'ensuit la véraison, c'est-a-dire le moment ou 1'olive passe d'une couleur vert acide
au vert tendre. Jusqu'a ce stade, il n'y a pas d'huile dans 1'olive, mais un mélange d'acides
gras organiques et de sucres. La transformation des protides et des glucides en lipides
va débuter par la suite. L'olive atteint sa taille adulte vers mi-octobre et poursuit sa
maturation jusqu'a la mi-novembre ou janvier selon les variétés et les conditions
climatiques locales. La couleur de I'épiderme et de la chair vire graduellement du vert au

rouge pourpre pour se rapprocher du noir a I'entrée de I'hiver.

Quant a la synthése de l'huile dans le fruit, ou lipogeneése, elle débute apres la
sclérification du noyau, en aofit. Avec la maturation de la drupe, I'huile s'accumule sous
forme de gouttelettes qui s'agglomerent dans les cellules du mésocarpe. Plus 1'olive

mirit, plus elle s'enrichit en huile [9].

2.2. Techniques de transformation de I'olive a I’huile
L’huile d’olive est obtenue par trituration des péricarpes des fruits et pas de leurs
graines, dans un moulin a huile spécifique. La teneur en huile varie en fonction du
terroir, de la variété (cultivar), du stade de maturité a la récolte et des pratiques

agronomiques locales.
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2.2.1. Récolte des olives ou olivaison
La période de récolte des olives va de septembre a février en fonction de leurs
utilisations (olives de table plus précoce que pour l'huile) ainsi qu’en fonction de la
variété d’olives (Picholine variété précoce, Tanche variété tardive). Les conditions
climatiques ainsi que la région de production ont également un impact sur la vitesse de

maturation des olives et donc sur la période optimale de récolte [16].

Il existe de nombreuses techniques de récolte des olives variant en fonction de la

destination finale de ces olives, de la nature du sol et de la superficie de 'exploitation.

2.2.2. Triage, stockage et lavage des olives [7], [17]
Quelle que soit la méthode de cueillette utilisée, un triage des olives est nécessaire
afin d'éliminer feuilles, brindilles, petits cailloux, terre (qui donnent un gofit amer a
'huile). Ensuite, les olives sont aussitot transportées au moulin dans des corbeilles, des

caisses de bois ou des cagettes ajourées, assurant une bonne respiration des fruits.

La durée de stockage doit étre la plus courte possible. De plus, de bonnes conditions
de stockage sont déterminantes pour la qualité de I'huile. Le stockage des olives
demeure néanmoins une phase critique. En effet, 1'altération de 1'huile est causée par des
phénomenes d'hydrolyse et de lipolyses enzymatiques ou microbiennes. Il faut donc
prendre grand soin des olives et les stocker en couche mince dans un endroit aéré et a

1'abri de la lumiere.

Les olives, enfin, sont lavées a 1'eau froide. Les laveuses a olive constituent 1'étape
entre stockage et fabrication de l'huile. Le lavage permet d'améliorer les qualités

organoleptiques de I'huile.

2.2.3. Principe de base de l'extraction de I'huile d'olive [7]

La méthode de pression pour extraire 1'huile d'olive remonte a au moins 5000 ans.

Les différends procédés utilisés pour l'extraction de I'huile d'olive peuvent employer

des techniques et des instruments divers mais tous suivent un méme principe de base

(fig. 2):

» Broyage: I'huile est contenue dans de minuscules vacuoles dans les cellules des

olives. C'est en brisant la paroi de ces vacuoles que lI'on peut la récupérer. Le
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broyage peut étre effectué avec des meules en pierre ou avec un broyeur

métallique. A I'issue du broyage, on obtient une pate.
» Malaxage: la pate est malaxée pour libérer une quantité d'huile maximale.

» Séparation des phases: elle permet de dissocier la phase solide (appelée grignon)

de la phase liquide qui renferme I'huile et les eaux de végétation.

\

» Décantation: elle consiste a séparer l'huile des eaux de végétation appelées

margines.

C_\'etta}'age des fruits «— Défoliation, lavage des olives
2. Preparation de la pate <« Broyage, malaxage

3. Séparation de la phase
solide (grignons) et liquide
(huile et eau de végétation)

4, Separation des phases
liquides

Séparation :

huile / eau de vegetation

Figure 2 : Schéma des quatre principales étapes de I'’extraction de I’huile d’olive

L'huile d'olive est immédiatement stockée dans les meilleures conditions: en effet,
méme si l'huile d'olive résiste assez bien a l'oxydation, elle absorbe facilement les
odeurs et les saveurs de son environnement. Ses qualités organoleptiques peuvent alors

étre modifiées d'ou I'utilisation de cuves en inox généralement.

3. Criteres de qualité des huiles d'olives

Le Conseil Oléicole International (COI) et le reglement de la Commission Européenne
(CE)[18] ont défini la qualité d'huile d'olive, basée sur les parametres physico-
chimiques, qui incluent le pourcentage d'acide gras libre, la teneur en indice de
peroxyde, les coefficients des extinctions spécifiques Kz3» et Kzzo, ainsi que les

caractéristiques sensoriels (goiit, odeur, couleur).
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Par ailleurs, plusieurs auteurs ont proposé d’inclure les phénols comme un bon

indicateur de qualité d'huile [19-20-21].

Les normes du Codex Alimentaires (1993) ont établi des critéres complémentaires de

qualité des différentes catégories d’huile d’olive. Elles incluent des limites suggérées

pour les substances volatiles, les impuretés insolubles, les insaponifiables, les oligo-

métaux, la densité et l'indice de réfraction. Quant au réglement de la CE, il est plus

spécifique au sujet de 1'évaluation sensorielle (Tableau 1).

Tableau 1 : Caractéristiques et limites prévues par la norme commerciale internationale
applicable aux huiles d’olives et grignons d’olives

Huile d'olive vierge

Huile d'olive

Huile d'olive

Huile d'olive
vierge

extra vierge vierge courante
lampante

-odeur -irréprochable -irréprochable | -bonne
- gout -irréprochable -irréprochable | -bon défectueux

o \ -claire (jaune a | -claire (jaunea | défectueux
- couleur -claire (jaune a vert)

vert) vert)
g o o .
AC,l.dlte libre en % exprimée en acide <0,80 < <33 53,3
oléique
Indice de peroxyde en meq d'O2 de <20 <20 <20
peroxyde par kg

Absorbance dans l'ultra-violet Non limité
-4 270 nm <0,22 <0,25 <30
-a232 nm <25 <26
-AK <0,01 <0,01 <0,01
teneur en eau et en matiére volatiles % <0,2 <0,2 <0,2 <0,3
Traces métalliques mg/kg :
- Fer <3 <3 <3 <3
- Cuivre <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

4. Facteurs influencant la qualité de I'huile d’olive

Etant donné I'image tres positive de I'huile d’olive, le Conseil Oléicole International

vise a améliorer encore la qualité du produit qui dépend de plusieurs facteurs :

» En premier lieu, de la qualité des olives dont elle provient et en plus, des différentes

étapes qui s’étendent de la production (labour, I'Age de I'arbre, taille des oliviers,

quantité d’engrais, 'irrigation, la variété) a la cueillette des olives (I’état du fruit, son

degré de maturation au moment de ramassage) et de la fabrication a la conservation

de I'huile [22-23-24].

33 I These de Doctorat National

Mohamed MAAOUNI




» Le lavage des olives apres la récolte : l'olive doit subir un lavage qui permet
d’éliminer les levures et les microorganismes qui se trouvent sur la pellicule des
drupes. Ces organismes unicellulaires peuvent passer dans I'huile et se développer,
atténuant ainsi la qualité de I'huile [25]. Au bout de quelques mois de stockage I'huile
devient de golit rance et dégage des odeurs désagréables. De méme, 'opération
d’effeuillage est nécessaire et recommandée pour améliorer la qualité des huiles

produites.

» Le traitement thermique de l'olive affecte d'autres traits de la qualité, comme la
stabilité oxydative, la composition en arome et également un changement du contenu

de pigment de I'huile d’olive vierge [26].

» Les différents procédés d’extraction affectent la qualité de I'huile d’olive vierge et
certains composants chimiques comme les polyphénols qui sont tres solubles dans
I'eau. En effet, I'huile d’olive vierge extraite a partir de la méthode dite de
centrifugation contient moins de polyphénols; du fait que I’eau utilisée pour diluer la
pate, est tiede. Une augmentation dans la quantité de cette eau, dissout partiellement
les polyphénols et réduit leur taux, et par conséquent la stabilité de 'huile d’olive au
cours du stockage [27]. En revanche, I'huile obtenue par pression a les mémes
teneurs en ces composés, car elle ne nécessite pas I'ajout de I’eau [28]. Dans la plupart
des huileries traditionnelles, le lavage des olives n’est pas pratiqué, alors que pour le

systeme a 3 phases, il est appliqué apres I'effeuillage.

» La température d'extraction : l'extraction se fait a froid, car a partir de 25° C, les
aromes sont modifiés. Par ailleurs, Ouaini et ces collaborateurs [25], estiment qu'une
température supérieure a 28° C au cours du broyage et du malaxage a un impact sur
la qualité de I'huile. Ainsi un contact long entre la phase organique contenant I'huile
et la phase aqueuse (margine), au cours de la décantation dans les procédés

traditionnels, conduit a des phénomenes d’oxydation.

> Le stockage et la conservation constituent des facteurs importants dans la qualité de
I'huile destinée a la consommation. En effet, une fois I’huile obtenue, il est important
de la stocker, a I’abri de la lumiere et, dans un endroit frais et sec avec un minimum
de contacts avec l'air, de préférence dans des récipients en acier inoxydable ou en

verre et non en matiere en plastique qui donne un mauvais gott a l'huile [29]. Des
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changements de température de conservation favorisent la dégradation de I'huile

d’olive.

V. Composition chimique de I'huile d'olive

Notons ici que les origines variétales des olives, leur maturité et les procédés

d’extraction entrainent des différences dans la composition de 'huile.

Avant d'étudier la composition chimique de I'huile d'olive, nous allons décrire celle de

son fruit.

A- Composition de l'olive

Les constituants du fruit frais sont:

- Eau: 70 a 75 % du poids total de l'olive avant la lipogenese. Elle diminue

ensuite régulierement et parallelement a l'augmentation des matiéres grasses ;

- Lipides: 17 a 30 % du poids total du fruit en fin de maturité, sous forme de

triglycérides, de lipoprotéines et de cutine;
- Protides: 1 % du poids de la pulpe;

- Glucides: 6 a 10 % du poids de la pulpe, parmi lesquels du glucose, du fructose,

du mannitol et des polysaccharides (cellulose, hémicellulose, gommes);

- Acides organiques: acides citrique, malique et oxalique sont disséminés en

petite quantité dans la pulpe;

- Eléments minéraux: soufre, phosphore, chlore, sodium, magnésium, calcium,

fer, cuivre, manganeése, iode;
- Substances colorantes: chlorophylles, caroténoides, anthocyanes ;
- Cires et résines;
- vitamines : carotenes (vitamine A), vitamine C, vitamine B1, vitamine E;

- Substances phénoliques : principalement l'oleuropéine (2 % dans le fruit vert
frais), le verbascoside, mais aussi la rutine, la lutéoline-7-glucoside, le tyrosol,
I'hydroxytyrosol, l'acide caféique. La variabilité de la teneur et de la

composition de ces composés dépend de la variété et du stade de maturité de
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l'olive a la récolte. L'oleuropéine est responsable du golit trés amer de l'olive
encore verte. Avec le verbascoside, ils interviennent dans les phénomeénes de
brunissement du fruit (généralement d'origine enzymatique), suite a une

mauvaise manipulation des olives pendant la récolte ou le transport [9-30-31].

Au cours de la maturation, les teneurs en glucides, protides et oleuropéine diminuent,
alors que celle en huile augmente progressivement. Au stade de maturité, la plupart des
variétés contiennent 30 % d'huile, présente, en majorité, dans la pulpe et dans I'amande
du noyau [9]. Rappelons ici qu'il faut environ 5 kilogrammes d'olives pour obtenir 1 litre
d'huile.

B- Composition de I'huile d’olive
Comme toutes les huiles végétales, I'huile d'olive est composée d'une fraction

saponifiable (triglycérides) et d'une fraction insaponifiable (composants mineurs).

1. Fraction saponifiable

Cette fraction représente 98 a 99 % de Il'huile d'olive. Elle est composée

essentiellement de triglycérides, esters du glycérol et d'acides gras.

1.1. Lesacides gras (AG) [32], [33]
Les AG peuvent exister a I'état libre dans la nature. Ce sont des composés organiques
a base de carbone, d'hydrogéne et d'oxygene. Ils sont formés d'une chaine

hydrocarbonée plus ou moins longue et d'un groupe carboxyle.
CH;— (CH,),, — COOH

Les AG présents dans les aliments ont donc des longueurs de chalne variables. Le plus
souvent, les AG constitutifs des graisses alimentaires comprennent de 16 a 20 atomes de
carbone. La longueur de la chaine est importante car elle détermine les caractéristiques
physiques de la matiére grasse. Les AG a chaine courte sont fluides a température

ambiante, les AG a longue chaine donnent des graisses solides a cette température.

1.1.1. Nomenclature des acides gras

Tous les acides gras sont constitués par une chaine hydrocarbonée qui présente :

e un groupement méthyle (-CHz) a I'une de ses extrémités;
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e un groupement carboxyle (-COOH) a l'autre extrémité qui confere a l'acide gras son

caractere acide;

e des atomes de carbone dont le nombre et la valence constituent les seuls éléments de

différenciation des acides gras [34].

En chimie, on désigne les doubles liaisons sur la chalne carbonée ou les substituts en
comptant, en position 1, 'atome de carbone du groupement carboxyle. Ainsi, les doubles
liaisons de l'acide linoléique lui donnent en systématique chimique 1'appellation d'acide
9,12 octadecadienoique. La désignation abrégée de l'acide linoléique est 18:2 (18

atomes de carbones : 2 doubles liaisons).

La derniére double-liaison se situe a six atomes de carbone de l'extrémité du
groupement méthyle, ce qui est un aspect important pour certaines enzymes. Cet acide

est considéré comme un acide de la série n-6 ou w6 (fig. 3).

Méthyle Carboxyle
Acide stéarique /\/\/\/\/\/\/\/\
18:0 HC ™\ COOH
1 3 5 7 9. . numérolationn-m
Acide oléique H3C NN TNNAN COOH
18:1,n-9
Les animaux sont capables d’introduire des doubles liaisons
Non pas a cet endroit oo
Acide linoléique i ; Mais ici
18:2,n-6 . 4
HiC NN NN N NN NN COOH
Acides
gras
essentiels

Acide linolénique  H3C WW COOH
18:3,n-3

Figure 3 : Représentation des acides gras

Le tableau 2, suivant, indique l'appellation courante, l'appellation en systématique

chimique et l'abréviation de quelques acides gras alimentaires.
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Tableau 2: Nomenclature des principaux acides gras

Dgfgdn?];EDE N%“gﬁl;f‘g E DENOMINATIONS DENOMINATIONS FORMULES
CARBONE LIAISON COMMUNES CHIMIQUES @ SIMPLIFIEES ®)

4 0 Byturique Butanoique 4:0
6 0 Caproique Hexanoique 6:0
8 0 Caprylique Octanoique 8:0
10 0 Caprique Décanoique 10:0
12 0 Laurique Codécanoique 12:0
14 0 Myristique Tétradécanoique 14:0
16 0 Palmitique Hexadécanoique 16:0
16 1 Palmitoléique 9-Hexadécaénoique 16:1 (n-7)
18 0 Stéarique Octadécanoique 18:0
18 1 Oléique 9-Octadécaénoique 18:1 (n-9)
18 2 Linoléique 9,12- Octadécadiénoique 18:2 (n-6)
18 3 Y-Linolénique 6,9,12- Octadecatriénoique 18:3 (n-6)
18 3 o-Linolénique 9,12,15-Octadécatriénoique 18:3 (n-3)
20 0 Arachidique Eicosanoique 20:0
20 4 Arachidonique Eicosszfé‘:rla’g:(-)'ique 20:4
22 0 Béhénique Docosnoique 22:0

(@ Les chiffes qui apparaissent dans la dénomination chimique de l'acide indiquent les positions des

doubles liaisons, numérotées a partir du groupement carboxyle (-COOH).

(®) Les chiffres avant et apres les deux points indiquent respectivement le nombre d'atomes de carbone et

le nombre de doubles liaisons présentes dans l'acide gras.

Les doubles liaisons dans les acides gras présentent une configuration cis. Le premier
membre des acides gras de la série n-3 est l'acide alpha-linolénique (acide 9,12,15
octadécatriénoique). Les acides gras des séries n-6 et n-3 possédent des doubles-liaisons
cis qui sont interrompues par des groupements méthylénes. Une double-liaison peut
passer d'une configuration cis a une configuration trans (isomérie géométrique) ou

encore occuper une autre position sur la chaine carbonée (isomérie de position) (fig. 4).

La structure d'un acide gras trans est analogue a celle d'un acide gras saturé. Il en
résulte que leurs points de fusion sont analogues. L'isomérie trans peut étre considérée
comme étant un intermédiaire entre un acide gras insaturé cis original et un acide gras

compléetement satureé.
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CIS TRANS

Figure 4 : Structure des doubles liaisons cis et trans

1.1.2. Classification des acides gras
Les acides gras les plus abondants dans l'alimentation sont les acides gras a chaine
droite comportant un nombre pair d'atomes de carbone. Leur classification se fera selon

deux critéeres [34]:

% Selon la longueur de la chaine carbonée
Les longueurs des chaines couvrent un large éventail, depuis un acide a 4 atomes de
carbone contenu dans le lait jusqu'aux acides gras a 30 atomes de carbone qu'on trouve

dans certaines huiles de poissons. Ainsi, on distingue:

» Les acides gras a chaine courte comportant 4 a 7 atomes de carbone;

* Les acides a chalne moyenne comportant 8 a 13 atomes de carbone;

* Les acides gras a chalne longue comportant 14 a 19 atomes de carbone;

* Les acides gras a chaine trés longue renfermant 20 atomes de carbone et plus.

Cette classification présente 1'avantage de recouper des différences concernant les
caractéristiques physiques, métaboliques et fonctionnelles des acides gras. Ainsi, les
acides gras alimentaires a chalne courte et moyenne sont directement résorbés vers le
sang au cours de la digestion, alors que les acides gras a chaine longue et tres longue
devront préalablement emprunter la voie lymphatique. Cette ségrégation est due a des
différences de solubilité dans I'eau des acides gras selon la longueur de leurs chaines. De
méme, les acides gras alimentaires a chaine courte et moyenne constituent uniquement
une source d'énergie pour l'organisme humain, alors que les acides gras a chaine longue
et tres longue ont en plus un réle dans l'élaboration structurale des membranes

cellulaires et exercent, pour certains d'entre eux, des fonctions biologiques spécifiques.
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+» Selon le degré d'insaturation de la chaine carbonée

Le nombre de doubles liaisons détermine trois groupes d'acides gras:

> Acides gras saturés (AGS)

IIs représentent entre 12 a 18 % (selon les productions) de la teneur en lipides de
I'huile d'olive. Les acides gras saturés les plus fréquents dans notre alimentation sont
'acide palmitique (C16 :0) et I'acide stéarique (C18 :0), apportés surtout par les produits
d’origine animale et I'huile de Palme. Les produits laitiers apportent aussi des acides
butyriques et des acides myristique et laurique, également présents dans certaines

graisses végétales (coprah, palmiste).

» Acides gras mono-insaturés (AGMI)
IIs représentent entre 7 a 13 % (selon les productions) de la teneur en lipides de
I'huile d'olive. Les acides gras mono-insaturés (AGMI) comportent deux familles, n-7 et
n-9 dont le représentant principal tres répandu est I'acide oléique (C18:1) que l'on

trouve dans les huiles végétales (olive, colza, ...) et dans les produits d’origine animale.

» Acides gras poly-insaturés (AGPI)

IIs représentent entre 7 a 13 % (selon les productions) de la teneur en lipides de
I'huile d'olive. La présence de doubles liaisons confere de la fluidité a la matiére grasse,
qui est d'autant plus grande que le nombre de doubles liaisons est plus élevé. On
distingue deux familles selon la place de la premiére double liaison sur la chaine
carbonée: Les acides gras linoléiques (oméga 6) et alpha-linolénique (oméga 3) sont
essentiellement apportés par les huiles végétales. Il est indispensable que ’homme se
procure ces acides gras par son alimentation car son organisme est incapable de les

synthétiser. Ils constituent a ce titre des acides gras essentiels (AGE).

v' L’acide linoléique (oméga 6)
C’est 'acide principal dans I'huile de pépins de raisin, de tournesol, de soja, de noix,
de mais et de germe de blé. A l'heure actuelle, notre alimentation en apporte
suffisamment. En effet, en plus des huiles, on en trouve dans tous les produits animaux

terrestres et dans le lait maternel.

v' L’acide a-linolénique (oméga 3)
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Moins répandu, on le trouve dans certains fruits oléagineux (noix) et dans les huiles
de colza, de noix, de soja et de lin. Contrairement a l’acide linoléique w6, I'alimentation

actuelle apparait déficitaire en acide a-linolénique.

1.1.3. Notion d'acides gras essentiels (AGE)

Les especes animales ne sont pas capables d'assurer la désaturation en position 6 et
3. Ainsi, on dit que l'acide linoléique et l'acide a—linolénique sont essentiels. Ces deux
AGE sont indispensables a notre organisme qui ne sait pas les synthétiser. Ils doivent
donc étre absolument apportés par notre alimentation. En effet, c'est a partir d'eux que
seront synthétisées, dans nos tissus et notamment au niveau du foie, des substances
comme les prostaglandines ou encore les leucotrienes. Une carence grave en AGE pourra
étre responsable de nombreux troubles pathologiques tels qu'une sécheresse cutanée,
un arrét de croissance chez les enfants, une perte de cheveux, des symptémes
neurologiques avec perte d'équilibre, une sensibilité accrue aux infections, une
augmentation des besoins énergétiques. Ces besoins en AGE ont été évalués, la FAO
conseille un apport moyen en acide linoléique égal a 3 % de l'énergie totale pour un
homme en bonne santé; la valeur sera plus élevée chez la femme enceinte ou allaitante.
De méme, un apport moyen en acide linolénique recommandé est de 0.5 a 1 % de
I'énergie totale. En équivalence d'huile d'olive, cela correspond a la consommation de 3 a

4 cuillerées a soupe quotidiennement. Il existe différentes sources d'AGE:

Tableau 3 : Sourcs d’AGE

NOM DE L'ACIDE GRAS TYPE SOURCES
Huile et margarine de tournesol,
Acide linoléique Polyinsaturé w6 huile de mais, de pépins de

raisin, d'olive

Huile et margarine de colza, huile
Acide a—linolénique Polyinsaturé 3 de soja, noix, lin, olive, poissons
gras (hareng, sardine, saumon,
thon), huile de foie de morue

1.1.4. Caractéristiques de quelques huiles
Parmi les caractéristiques dépendant des acides gras contenus dans les lipides, nous

citons [35-36]:

» Les huiles riches en acides gras saturés et en acide oléique telles que 'huile d’olive

avec respectivement 14% et 81%,
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» Les huiles riches en acides gras poly-insaturés telles que 'huile de soja avec 58%
dont 50 a 60% d’acide linoléique, 20 a 30% d’acide oléique et 5 a 9% d’acide

linolénique.

» Les huiles intermédiaires telles que I'huile de colza avec 33% d’acides gras

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

On remarque que l'acide oléique est le constituant majoritaire de 1'huile d’olive (55 a 83
%), ce qui la rend exceptionnellement riche en AGMI. Ainsi, I'huile d'olive se distingue
des autres huiles et autres corps gras alimentaires car c'est celui qui est le plus riche en
acide oléique. Cet AGMI lui confere de nombreuses propriétés et constitue un de ses
atouts majeurs. D'autre part, on constate que l'huile d'olive est assez pauvre en AGS et

contient des AGPI en quantité satisfaisante.

1.2. Lestriglycérides (TG)
Mise en évidence par Chevreul en 1823, la structure d'un triglycéride résulte de la
combinaison des trois fonctions alcooliques d'une molécule de glycérol avec les

fonctions carboxyles de trois molécules d'acides gras (fig. 5).

CH, — OH R,COOH CH, — O — COOR; Libération et élimination

CH — OH + R,COOH —_— CH — O — COOR, Absorption intestinale
CH, — OH R;COOH CH, — O — COORj; Libération et élimination
glycérol acides gras trilycéride

Les Radicaux Ry, Rz et R3 sont des chaines carbonées linéaires.

Figure 5 : structure d'un triglycéride

Les TG sont pour la plupart hétérogenes car ils sont estérifiés par des AG différents

qui caractérisent le type spécifique de graisse alimentaire.

D'apres une étude du Professeur Renaud (1995) [37], au cours de la digestion, les AG
situés en position externe, 1 ou 3, se libérent de leur attache et peuvent étre éliminés par
'organisme lorsqu’ils forment avec le calcium intestinal des sels insolubles. En revanche,
celui situé en position 2 est de préférence absorbé au travers de la paroi intestinale.

Autrement dit, seuls les AG en position 2 sur le glycérol agissent au niveau métabolique
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puisque ce sont les seuls a étre absorbés. Or, 'huile d'olive a la composition en AG en

position 2 la plus optimale en ce qui concerne les besoins nutritionnels.

Les huiles d'olive sont constituées d'une vingtaine de triglycérides dont trois sont
majoritaires: 000 (trioléine, entre 40 et 60 %), POO (palmityldioléine, entre 10 et 20
%), LOO (linoléyldioléine, entre 10 et 20 %). Les triglycérides entierement saturés tels
que le PPP, SSS, PSP, SPS, etc, ne sont pas trouvés dans 'huile d’olive. En regle générale,
les chalnes saturées sont fixées en position R1 ou Rz tandis que la position Rz est occupée
préférentiellement par des acides gras insaturés; (avec O=acide oléique; L=acide

linoléique; P=acide palmitique; S=acide stéarique) [38].

2. La fraction insaponifiable (composés « mineurs »)

L'insaponifiable correspond a I'ensemble des constituants d'un corps gras qui, apres
saponification, sont peu solubles dans I'eau et solubles dans les solvants des graisses.
Si I'huile d'olive possede des propriétés médicales, c'est en partie dii a sa teneur en acide
oléique, mais c'est aussi grace a sa fraction insaponifiable : cette fraction contient des
constituants dits « mineurs » par leur faible proportion dans la composition chimique de
I'huile d'olive, mais qui lui apportent une valeur biologique d'une grande richesse [39].
Leur présence résulte du mode d'extraction de I'huile d'olive, soit une simple extraction
mécanique du fruit, excluant les substances chimiques et la chaleur. Une huile raffinée
aura perdu ses caractéristiques organoleptiques et la plupart de ses composés mineurs.
L'insaponifiable représente de 0.4 a 0.8 % de I'huile d'olive. Elle est constituée:

- d'hydrocarbures

- destérols

- d'alcools terpéniques

- detocophérols

- de composés phénoliques
- de phospholipides

- de pigments (chlorophylle, caroténoides)

2.1. Leshydrocarbures
Ce sont quantitativement les principaux composants de la fraction insaponifiable. Le
composant majeur est le squalene (C3oHso) a la teneur de 300 a 700 mg/100 g. Il

représente 30 a 50 % de cette fraction. C'est un hydrocarbure polyénique dont la teneur
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est plus élevée que dans n'importe quelle autre huile végétale ou animale. Le squalene

est un précurseur métabolique du cholestérol et autres stérols.

Il y a également des hydrocarbures aromatiques, parmi lesquels plus de 77 composés,
conférant a 1'huile d'olive ar6me et saveur [39]. Ces composés ne sont pas a sous-
estimer car ils ont une incidence positive sur la digestion. En effet, il a été démontré que
lorsqu'on trouve du plaisir dans I'odeur et la saveur d'un aliment, la composition du suc
gastrique se trouve étre modifiée en raison d'une concentration accrue de la pepsine, en

assurant ainsi une meilleure activité digestive [40].

2.2. Lesstérols [32]
IIs représentent environ 15 % de la fraction insaponifiable, soit 100 a 200 mg pour
100 grammes. La quantité totale de stérols varie suivant la variété des olives et leur

degré de maturité.

Le principal stérol est le 3-sitostérol qui représente jusqu'a 90 a 95 % de tous les
stérols présents. Celui-ci est intéressant car il s'oppose a l'absorption intestinale du
cholestérol alimentaire. L'huile d'olive est la seule huile a contenir un taux

particulierement élevé de ce type de stérols.

D'autres phytostérols sont présents: le campestérol et le stigmastérol.

2.3. Lesalcools terpéniques [39]
IIs sont présents dans I'huile d'olive a I'état libre ou bien estérifiés avec les acides
gras. Parmi eux, le cycloarténol revét un intérét particulier: il augmente 1'excrétion des

acides biliaires, favorisant ainsi 1'élimination fécale du cholestérol.

On trouve aussi de I'érythrodiol et de I'uvaol, rencontrés exceptionnellement ailleurs.

2.4. Lestocophérols [41]
Ce sont des vitamines liposolubles. Les tocophérols sont des composés importants de
I'huile d'olive en raison de leur contribution a la stabilité oxydative et aux qualités

nutritionnelles de 1'huile.

Ce sont de puissants agents antioxydants capables de lutter contre l'attaque des

radicaux libres. On distingue 4 types de tocophérols: a, 3, y et 6.
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Les a—tocophérols ou vitamine E qui représente 90 % des formes de tocophérols.
Cette forme possede la plus forte activité vitaminique et est la plus active. Elle s'oppose
au noircissement et a la polymérisation de l'huile, et protege contre les mécanismes
athérogeénes. La teneur moyenne en a—tocophérol de I'huile d'olive est de 18 mg pour

100 g.

2.5. Les composés phénoliques [42]
Présents en assez grande quantité (20 a 500 mg pour 100 g), ils exercent une activité

antioxydante importante. Les composés phénoliques sont (Tableau. 4):

Tableau 4 : Les différents composés phénoliques dans I’huile d’olive.

tyrosol
Alcools phénoliques hydroxytyrosol

acide proto-catéchique

acide gallique

Acides phénols libres série des benzoiques acide vanillinique et homovanillique
acide syringique

acide p-coumarique
Acides phénols libres série des cinnamiques acide caféique
acide sinapique

Dérivés estérifiés de I'acide caféique verbascoside
Dérivés estérifiés de I'acide élénolique Oleuropéine
Flavonoides flavones (lutéoline)

flavonols (quercetine, kaempférol)

Les composés les plus abondants sont 1'oleuropéine, le tyrosol, 1'hydroxytyrosol,

'acide homovanillique et le verbascoside.

La composition en polyphénols de I'huile d'olive dépend de la variété et de la
maturité des olives mais aussi des procédés technologiques utilisés pour séparer la

phase aqueuse (margines) de la phase huileuse.

Le principal responsable de l'action antioxydante des polyphénols semble étre
I'hydroxytyrosol. C'est en partie grace a lui que I'huile d'olive montre une aussi grande
stabilité face a 1'oxydation. L'hydroxytyrosol est, en effet, bien connu pour la protection

«antiperoxyde» qu'il confere a I'huile d'olive.
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2.6. Les phospholipides
Constituants essentiels des cellules vivantes, ils sont présents en tres petite quantité:
5a 15 mg pour 100 g. L'huile d'olive en contient moins que les huiles de graines. Il s'agit

de la phosphatidylcholine et phosphatidyléthanolamine.

2.7. Lespigments [47]
a- La chlorophylle: sa présence est visible car c’est elle qui donne la couleur verte de
I'huile. Sa quantité peut varier en fonction de nombreux facteurs. Ce pigment vert
naturel stimule dans l'organisme la croissance cellulaire, I'nématopoiese et accélere les

processus de cicatrisation. Sa teneur est de I'ordre de 0.1 a 1 mg pour 100 g.

A noter que la chlorophylle oxyde I'huile en présence de lumiére alors qu'a l'obscurité
elle posseéde une activité antioxydante. C'est une des raisons pour lesquelles il est

conseillé de conserver 1'huile d'olive a l'abri de la lumiére.

b- Les caroténoides : ce sont également des pigments naturels mais a structure
d'hydrocarbure. Parmi eux, on trouve le [-carotene (provitamine A) a des
concentrations variables (0.3 a 3.7 mg pour 1 kg). Il fournit par clivage de la vitamine A.
L'huile d'olive est d'ailleurs la seule huile végétale a en posséder. Au-dela de l'intérét

vitaminique (réle dans la vision), le B-carotene joue un role d'antioxydant.

Les caroténoides se décomposent également au cours du stockage de 1'huile, en
particulier si celle-ci est exposée a la lumiére. Dans ces conditions, 1'huile d'olive peut

devenir totalement incolore apres 4 ou 5 ans.

VI. Bénéfices santé associés a I'huile d’olive

De nombreuses recherches récentes ont confirmé les bienfaits de I’huile d’olive pour
la santé. Riche en acides gras insaturés, principalement I'acide oléique, en antioxydants
(polyphénols), en vitamine E et autres constituants, ’huile d’olive diminue le risque des
maladies cardiovasculaires, le taux du mauvais cholestérol (LDL) [44] dans le sang et

protege contre la formation de cellules cancérogenes.

En effet, depuis la fin des années 50, des études épidémiologiques ont permis de
constater que les maladies cardio-vasculaires, c'est-a-dire I’athérosclérose, la maladie
coronarienne et l'infarctus et la mortalité dont ils sont responsables, n’avaient pas du

tout la méme fréquence dans les pays du Nord de I'Europe et ceux du pourtour
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méditerranéen. Dans les pays méditerranéens ou I'huile d’olive constitue la principale
source de matieres grasses dans l'alimentation quotidienne, on constate qu’il y a moins

de gens souffrant de maladies cardio-vasculaires [45-46].

L’huile d’olive contient des anti-oxydants qui s’opposent a l'oxydation des
lipoprotéines LDL, une des premieres étapes importantes dans le développement de
'athérosclérose. Elle s’oppose, dans une certaine mesure, a ’agrégation des plaquettes
et a la formation des caillots qui peuvent déclencher l'infarctus du myocarde. Par
ailleurs, plusieurs études ont montré qu'un supplément en vitamine E entraine une
augmentation des taux de tocophérol, aussi bien dans le plasma que dans les particules
des LDL [47].

VII. Le secteur oléicole
Au Maroc, le secteur oléicole joue un rdéle treés important sur le plan socio-
économique. Il contribue activement a la fixation des populations en milieu rural en

offrant plus de 15 millions de journées de travail [48]. Avec une production nationale de

120 000 tonnes d’huile d’olive [49].

En fait, au niveau national, la culture de l'olivier a connu un développement rapide
pour passer de quelques milliers d’hectares, au lendemain de I'indépendance, a environ
900.000 ha en 2014 [49]. Dans le contexte économique actuel, les attentes et les appuis

accordés a cette filiere visent I'extension des superficies et la modernisation du secteur.

Compte tenu de la demande mondiale croissante en huile d’olives, cette filiere a,
depuis longtemps, retenu I'attention du gouvernement Marocain qui lui a dédié tout un
plan : le plan oléicole (PNO), mis en place depuis 1998. Ce plan est forcé, ensuite, par le «
Plan Maroc Vert (2008-2022)». C'est une nouvelle stratégie agricole du pays, adoptée en
avril 2008. Il a enclenché une nouvelle dynamique du développement agricole au Maroc

[50].

Pour donner un nouveau souffle aux efforts déployés dans le cadre des plans
nationaux oléicoles, le Plan Maroc Vert a prévu le développement de la filiere oléicole

autour de:

v' Création de nouveaux poOles oléicoles intensifs et productivistes par
’extension des superficies de I'olivier ;
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v' Intensification des oliveraies existantes ;
v" Projets sociaux de reconversion dans 'oléiculture ;

v' Le développement de linterprofession autour de domaines structurants
notamment la logistique, la formation, Recherche & Développement et la
qualité ;

v La valorisation de la production par la mise en place de normes qualité
strictes et la promotion de la tracabilité et de la certification, le
développement de la labellisation [50].

VIII. Bilan

En résumé, nous avons présenté l'olivier dans son aspect historique et botanique,
nous avons décrit la composition générale de I'olive, des huiles et des graisses puis, nous
avons donné briévement une présentation de la position du secteur oléicole au Maroc,

ainsi que les différentes stratégies mises en jeu pour 'améliorer et le développer.

Nous avons cité aussi des notions générales sur le fruit d’olivier et 'huile d’olive, y
compris la composition et les propriétés chimiques de I'huile d’olive, et les principaux
concepts relatifs a la production et la qualité d’huile d’olive ainsi que les bénifices santé

qui lui sont associés.
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L.

Chapitre 2: Méthodologie

Les techniques spectroscopiques

La spectroscopie, ou spectrométrie, est I'étude expérimentale du spectre

d'un phénomene physique.

Les techniques spectrométriques permettent

'analyse de rayonnement électromagnétique de toutes les gammes de fréquence

ou longueur d’onde (fig. 6).

-

énergie
fréquence (v) 3x 10"° 3x 10'® 8 x 10%* 4 x 10™ 8 x 10" 10° Hz
rayons—y rayons-X ultraviolet visible infrarouge |microondes |ondes radio
{(rransitions (transitions {(rransitions (transitions (transitons de
2lectroniquas) eélectronigues) | vibrationnelies) | rotationnelles) | spin nucléare)
- . “ s
longueur 0.01 nm 10 nm 400 nm 200 nm ¢ ',‘ 50 um= 30 cm
d'onde (&) X '.' ~
nombre - s " .
- . ; ~ ¥
d'ondes(V) 14006 409 %) 220 em™’
IR proche IR moyen IR lointain
longueur 0.7 2.5 25 50 pm
d'onde (i) ;
specire IR

Figure 6 : Principaux domaines du spectre électromagnétique en termes de fréquence (Hz)
et de longueur d'onde (1)

Le spectre électromagnétique est découpé en divers domaines selon la

longueur d'onde et le type de phénomeéne physique émanant de ce type d'onde. Il

correspond a des transitions entre les niveaux d’énergie qui sont associés aux

différents mouvements de la molécule :

Les spectres électroniques retranscrivent les transitions entre les

niveaux d’énergie qui sont associés aux électrons dans le domaine de

I'ultraviolet et du visible,

Aux transitions entre niveaux d’énergie de vibration correspondent les

spectres de vibration qui sont enregistrés dans les domaines du proche

et moyen, infrarouge,

dans le domaine de 'infrarouge lointain et les micro-ondes.

Les transitions entre niveaux d’énergie de rotation donnent des spectres
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Ainsi I'énergie d’'une molécule résulte a la fois de son niveau d’énergie
électronique, de son niveau d’énergie de vibration et de son énergie de rotation
(E = Ee + Ey + E;). Mais les niveaux énergétiques ne sont pas du méme ordre de
grandeur suivant qu’il s’agit de niveaux d’énergie électronique, de vibration ou

de rotation.

Seuls deux domaines du spectre électromagnétique (utilisés dans cette

étude) seront détaillés par la suite :

- Le domaine du moyen infrarouge, allant de 4000 a 400 cm™ (25-2,5 um),
permettant d’étudier les vibrations fondamentales et les structures

rotationnelle et vibrationnelle associées,

- Et le domaine de I'Ultraviolet UV /Visible plus énergique encore, allant de
50000 a 14000 cm (0,7-0,2 um) permettant d’étudier les transitions

électroniques.

La spectroscopie est une méthode analytique quantitative permettant de
mesurer l'absorbance d'une substance chimique, généralement en solution, a une
longueur d’onde prédéfinie. Plus 1'échantillon est concentré, plus il absorbe la

lumiére dans les limites de proportionnalité énoncées par la loi de Beer-Lambert.

Cette loi fut découverte par Bouguer (1729), puis reprise par Lambert
(1760). Finalement Beer (1852) y introduisit la concentration, lui donnant la

forme sous laquelle elle est utilisée aujourd’hui (éq. 1).
Equation (1): I =1,.e"%¢ ouencore A= — log(IL) =¢lc
0

Avec A l'absorbance de la solution a une longueur d’onde donnée, Ip
I'intensité lumineuse d’origine, I [lintensité lumineuse ayant traversé
I’échantillon, € le coefficient d'extinction molaire (L.mol-1.cm-1), I l1a longueur du
trajet optique (ou la largeur de la cuve en cm) et ¢ la concentration de la solution

(mol.L-1).

Le coefficient d’extinction molaire dépend de la longueur d'onde, du
solvant, de la substance étudiée et de la température. La loi de Beer-Lambert est

additive. Cela signifie qu'a une longueur d'onde donnée, l'absorbance d'un
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meélange de plusieurs especes absorbantes a cette longueur d’onde est égale a la

somme des absorbances des différentes espéces pris individuellement.

1. La spectroscopie infrarouge

1.1. Principe de la spectroscopie Infrarouge
Le principe de la spectroscopie infrarouge a été détaillé notamment par
Bertrand et par Rouessac [1], [2]. Le rayonnement infrarouge est une radiation
de nature électromagnétique, correspondant a la partie du spectre comprise
entre 12 800 cm! et 10 cml. La fenétre spectrale de I'IR se décompose en 3

parties : le proche, le moyen et le lointain IR.

Lorsqu’une molécule est irradiée par un rayonnement IR, elle peut absorber
partiellement et sélectivement ce rayonnement. Les liaisons chimiques qui la
composent doivent étre considérées comme des oscillateurs anharmoniques, car

une liaison n’est pas parfaitement élastique.

La spectroscopie IR est basée sur I'interaction de la lumiere IR avec le nuage
électronique des liaisons chimiques. Généralement dans la majorité des
spectroscopies optiques comme la spectroscopie de fluorescence, 'absorption
d’énergie permet a un électron d’'une liaison chimique de passer d’'un état
fondamental a un état excité. Dans le cas de la spectroscopie d’absorption IR, le
rayonnement émis par la source polychromatique n’est généralement pas assez
énergétique pour provoquer des transitions électroniques, mais il induit des

transitions entre les niveaux d’énergie vibrationnelle.

La spectroscopie infrarouge est basée donc sur l'absorption d'un
rayonnement infrarouge par le matériau analysé. Elle permet via la détection des
vibrations caractéristiques des liaisons chimiques, d'effectuer I'analyse des

fonctions chimiques présentes dans le matériau.

Lorsque la longueur d'onde (1'énergie) apportée par le faisceau infrarouge est
voisine de |'énergie de vibration de la molécule, cette derniere va absorber le
rayonnement et on enregistrera une diminution de l'intensité réfléchie ou
transmise. Le rayonnement infrarouge fournit des quanta d’énergie pouvant

provoquer la transition des électrons entre les niveaux de rotation et de
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vibration des liaisons atomiques (4-40 kJ-mol-1) mais ne peut pas provoquer des

transitions entre les niveaux électroniques (400 kJ-mol-1).

Généralement le domaine infrarouge (moyen infrarouge) situé entre 2,5 et 25
pum (4000 cm-! et 400 cm1) correspond au domaine d'énergie de vibration de la

majorité des molécules organiques et inorganiques.

1.2. Vibration des molécules

D’aprés Banwell, la spectroscopie vibrationnelle étudie la réponse de la
matieére lorsqu’elle est irradiée par des ondes électromagnétiques [3] dans le
domaine d’ultraviolet, du visible et d’infrarouge. Lorsqu’'une molécule est
irradiée par la lumiere, elle va absorber de I’énergie pour passer d'un état
d’énergie dit initial a un état d’énergie excité dit supérieur. Les transitions qui
sont observées au cours du phénomene d’absorption : une transition
électronique caractérisée par le passage d’'un électron a une orbite supérieure,
une transition vibrationnelle ou il ya une augmentation de I'amplitude de
vibration entre les atomes et une transition rotationnelle dont une modification

de la vitesse de rotation des molécules sur elles-mémes.

Les types de bandes de vibrations sont : des bandes fondamentales qui sont
enregistrées dans le moyen infrarouge, elles résultent du passage d’un niveau
initial au premier niveau excité. Les bandes harmoniques se retrouvent dans le
proche infrarouge, elles correspondent au passage de I’état initial aux niveaux
énergétiques supérieurs [4]. Les bandes de combinaison sont le troisieme type et
sont présents aussi dans le proche infrarouge, elles résultent soit de la somme ou

de la différence de deux vibrations fondamentales.

La condition principale pour qu'une molécule interagit avec un rayonnement
infrarouge (IR) est que la molécule forme un dipole. Ce dernier a lieu si la
molécule comporte des atomes de charges différentes. Si c’est le cas, la molécule
forme un dipdle continu et la liaison chimique est dite polaire. Le moment

dipolaire p est donné par I’équation (2):
Equation (2) :/_J = CId

Avec: qest la charge absolue portée par chacun des deux atomes et d est la

distance entre les atomes.
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La molécule est qualifiée active en infrarouge s'il y a un changement du
moment dipolaire. Les charges électriques des molécules homonucléaires
(constituées de deux atomes identiques) sont les mémes. Les centres de gravité
des charges sont superposés. Dans ce cas, le moment dipolaire est égal a zéro
méme si la molécule est en vibration. Donc, la molécule est inactive en

infrarouge.

Les bandes d’absorption sont apparues suite a la diminution de I'énergie de la
lumiere infrarouge, apres avoir interagit avec la matiere. Le MIR comporte la
majorité des bandes d’absorptions. Les fréquences de vibration [5] sont en
fonction de la masse réduite de la molécule (i) et la constante de force de liaison
(k), ainsi que d’autres facteurs a savoir, la conformation des molécules,
I’électronégativité des atomes environnants, les liaisons d’hydrogene et les effets

stériques. La figure (7) représente les modes de vibrations moléculaires.

Elongation Elongation

s =i Flexion
asymetrique symetrique

t
70N O\ \NO/
J 90 J VI

N Figure 7 : Modes de vibrations moléculaires

Les variations vibrationnelles et rotationnelles sont les formes d’absorption
des rayonnements infrarouge, au sein de la molécule. En général, deux types de

vibrations peuvent étre mis en ceuvre :
» L’élongation ou deux atomes s’éloignent I'un de I'autre.

» La déformation (flexion) provoque une modification des angles de liaison
et qui comporte le cisaillement, le balancement, la rotation plane et la

torsion.

Généralement, les élongations sont situées dans une gamme de nombres

d’onde supérieure a celle des déformations [6].
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1.3. Spectroscopie en moyen infrarouge a Transformée de Fourier
(FT-IR)

La spectroscopie en moyen infrarouge (MIR) est caractérisée par sa sensibilité
et sa facilité d’'utilisation. C’est une technique d’analyse non destructive qui peut
étre utilisée sur tous types d’échantillons quelle que soit leur origine (organique,
minérale ou organométallique) et leur état physique (gazeux, liquide, solide).
Chaque bande spectrale correspond a une liaison particuliére, ce qui permet

d’identifier la molécule analysée.

— Description d’'un spectrométre FT-IR

Un spectrophotomeétre comporte quatre parties essentielles [7], [8] :

» Une source lumineuse : pour notre cas, le Globar est utilisé pour le moyen IR.
Il est constitué d’'un batonnet en carbure de silicium (SiC) et fonctionne a des

températures de I'ordre de 1500°C.

» Un dispositif permettant de générer les interférences : l'interférometre de

Michelson pour I'IRTF.

» Un systéeme de présentation de l’échantillon : ce systéeme dépend de la
technique spectroscopique employée. Pour 1'étude, des accessoires de

transmission et de réflexion totale atténuée (ATR) ont été utilisés.

» Un ou plusieurs capteurs photosensibles : le spectrometre utilisé comporte un
détecteur MCT (Mercure Cadmium Tellure). Il est constitué d’'un monocristal
en alliage de mercure cadmium tellure déposé sur un support inerte. Pour une
plus grande sensibilité, ce détecteur est maintenu a la température de 1'azote

liquide (77 K).

— Fonctionnement du spectromeétre FT-IR

Le principe de fonctionnement est basé sur linteraction rayonnement-
matiere. Sous l'effet d’'un rayonnement incident, une molécule absorbe de la
lumiére pour passer d'un niveau d’énergie initial E; a un niveau supérieur Ez. On
parle de spectroscopie infrarouge lorsqu’il y a seulement, une modification des

énergies vibrationnelles et rotationnelles des molécules.
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L'analyse s'effectue a l'aide d'un spectrometre a transformée de Fourier [9],
[10] qui envoie sur 1'échantillon un rayonnement infrarouge et qui mesure les
longueurs d'onde absorbées et les intensités de l'absorption. Le faisceau
infrarouge provenant de la source est dirigé vers l'interférometre de Michelson
qui va moduler chaque longueur d'onde du faisceau a une fréquence différente.
Dans l'interférometre le faisceau lumineux arrive sur la séparatrice. La moitié du
faisceau est alors dirigée sur le miroir fixe, le reste passe a travers la séparatrice
et est dirigé sur le miroir mobile. Quand les deux faisceaux se recombinent, des
interférences destructives ou constructives apparaissent en fonction de la
position du miroir mobile. Le faisceau modulé est alors réfléchi des deux miroirs
vers l'échantillon, ou des absorptions interviennent. Le faisceau arrive ensuite

sur le détecteur pour étre transformé en signal électrique.

Interferometre de Michelson

Miroir fixe

i Source IR

\
D I'. Faisceau incident e
,,77—2:‘ / ; -E

-

Mirecir mobile

J

-

Separatrice de faisceau

[ Faisceaux combinés

.

| Detecteur
v
Traitement
du signal

Figure 8 : Schéma d’un spectrometre avec interféromeétre de Michelson

Le signal du détecteur apparait comme un interférogramme, c'est a dire une
signature de l'intensité en fonction de la position du miroir. L'interférogramme
est la somme de toutes les fréquences du faisceau. Cet interférogramme est
ensuite converti en un spectre infrarouge par une opération mathématique

appelée transformée de Fourier.

— Interprétation d’'un spectre moyen infrarouge

La position, le nombre et I'intensité des bandes renseignent sur la nature et la
concentration relative des groupements fonctionnels (C=0, C-O, etc..) et
structuraux (CH3, CHz, etc...) présents au sein des composés constituant I'huile

d’olive.

En général, le spectre moyen infrarouge est divisé en quatre régions [11]:
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v' La région qui s’étend de 3700 a 2500 cm! est nommée région d’élongation
d’hydrogene parce que les vibrations d’élongation des liaisons C-H, O-H et N-H

apparaissent a ces nombres d’onde.

v' La région d’élongation des doubles liaisons allant de 2000 a 1600 cm! et on y

trouve les bandes des liaisons C=C, C=0, et C=N.

v’ La région s’étalant de 1600 a 1000 cm! est la région d’empreinte digitale.
Cette région est tres complexe et difficile a interpréter a cause du grand
nombre de bandes d’infrarouge qui se trouvent dans cette région (les
vibrations d’élongation des liaisons simples C-0, C-C et C-N, vibrations de
déformation de la liaison C-H, et quelques bandes relatives aux cycles de
benzéne). L’utilité de ce dernier est que les nombreuses bandes peuvent

servir comme une empreinte digitale pour des molécules.

v’ La région allant de 1000 a 400 cm'!, est appelée parfois la région aromatique,
car les bandes intenses caractéristiques des cycles de benzene sont présentes

dans cette région.

2. La spectroscopie UV /Visible

2.1. Généralités

La mesure de l'absorption des radiations électromagnétiques par la
matiére dans le domaine de I'UV /visible apporte peu d’informations structurales,
en revanche, elle est tres utile pour les analyses quantitatives. A partir de la loi
de Beer et Lambert, elle permet de déterminer la concentration d’'un composé
contenu dans une solution transparente a partir de I’absorbance spécifique de ce
composé. Le domaine de I'UV/Visible est compris de 190 a 750 nm et peut étre
divisé en deux parties : 'ultraviolet allant de 190 a 400 nm, et le visible allant de

400 a 750 nm.

Description des niveaux d’énergie électronique

L’absorption est due a l'interaction de la radiation avec I’échantillon.
Lorsqu'’il absorbe un photon, I’énergie d’'un ou plusieurs électrons de valence se
trouve accrue, entrainant des transitions électroniques de valence entre les

orbitales moléculaires, désignées par o et msi ce sont des orbitales liantes, par o*
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et m* il s’agit d’orbitales anti-liantes et n s’il s’agit d’orbitales non liantes
intervenant trés peu dans la liaison chimique. Les niveaux énergétiques de ces
orbitales moléculaires sont schématisés sur la figure (9) dans le cas des

composés organiques.

E  (kl.mol")

—— G‘

Figure 9 : Niveaux énergétiques des orbitales moléculaires impliquées dans les transitions

électroniques.

Reégles de sélection et transitions permises

Une transition UV-visible (180 a 750 nm) correspond a la transition d’'un
électron d’'une orbitale moléculaire fondamentale occupée a une orbitale
moléculaire excitée vacante. La matiere absorbe alors un photon dont 1'énergie
correspond a la différence d'énergie entre le niveau fondamental et le niveau
excité. Mais toutes les transitions énergétiquement possibles ne sont pas
permises. Les transitions permises sont celles qui provoquent une variation du
moment dipolaire électrique et sont celles symbolisées sur la la figure (9). En
d'autres termes, le photon fait changer la symétrie de l'orbitale occupée par
I'électron avant et apres la transition mais ne fait pas changer le spin de cet

électron.

Les différents types de transitions et chromophores

Les groupes fonctionnels responsables de 'absorbance d’'un composé en
UV/Visible sont appelés groupementschromophores (C=C, C=0, C=N, C=(,
C=N...). Un méme groupement lorsqu’il est isolé absorbe toujours aux mémes
longueurs d’onde. Par contre, lorsque les chromophores sont proches les uns des

autres ceux-ci ont tendance a absorber plus fortement a des longueurs d’onde
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plus élevées. La longueur d’'onde d’absorption dépend de la nature des orbitales

mises en jeu.

v’ Transition o-0* : la grande stabilité des liaisons o des composés
organiques fait que la transition d'unélectron d'une OM liante o vers
une OM anti-liante o* demande beaucoup d'énergie. Labande
d’absorption correspondante est intense et située dans I'UV-lointain,
vers 130 nm.

v Transition n-mt* : elle résulte du passage d'un électron d'une OM non-
liante n a une OM anti- liante 1*. Ce type de transition a lieu dans le cas
des molécules comportant un hétéroatome porteur de doublets
électroniques libres appartenant a un systeme insaturé. Labande
correspondante est faible car la transition est interdite. La plus connue
est celle qui correspond a la bande carbonyle située entre 270 et 280
nm. Le coefficient d'absorption molaire est faible.

v Transition n-o* : le transfert d'un électron du doublet n d'un
hétéroatome (O, N, S, Cl..) a un niveau o* est observé pour les alcools,
les éthers, les amines ainsi que pour les dérivés halogénés. Cette
transition donne une bande d'intensité moyenne qui se situe a
'extréme limite du proche-UV.

v' Transition m-m* : la transition électronique dans les composés
possédant une double liaison isolée conduit a une forte bande

d'absorption vers 165-200 nm.

En pratique, ne seront donc observées que des transitions de type m—m* et,
avec une tres faible intensité, des transitions de type n—m*. L’information
contenue dans un spectre électronique concerne donc essentiellement les
insaturations de la molécule étudiée : une absorption ne peut avoir lieu qu’en

présence de doubles liaisons.

2.2. Instrumentation
Un spectrometre est constitué de trois parties distinctes : la source

lumineuse, le systéme dispersif, et le détecteur.
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Figure 10 : Spectrometre de type séquentiel a optique normale

La source qui a été utilisée est une lampe a arc de xénon. Elle est utilisée
dans tous les appareils de routine. Elle émet dans le domaine de 1'UV/Visible
(200 a 700 nm) mais également en partie dans le proche infrarouge (700 a 1100

nm).

Pour les appareils séquentiels (fig. 10), le systéme dispersif est un
monochromateur qui permet de sélectionner une gamme la plus étroite possible
de longueurs d'onde a partir d'un faisceau lumineux de gamme de longueurs

d'onde plus large.

Le role du détecteur a diode est de transformer l'intensité lumineuse regu

en signal électrique proportionnel.

II. Lachromatographie

La chromatographie est une technique physique de séparation de
composés chimiques en mélange dans un échantillon. Les composés sont
entrainés par une phase mobile (liquide, gaz ou fluide supercritique) le long
d'une phase stationnaire (silice, polymere, silice greffée, etc...) contenue dans
une colonne chromatographique. En fonction de la nature de la phase mobile, il
s’'agira de chromatographie gazeuse (CPG), de chromatographie liquide (CL) ou
de chromatographie supercritique. Chaque composé se déplace a une vitesse
propre dépendant de ses caractéristiques et de celles des deux phases. Ainsi, il ne
peut y avoir séparation que si les caractéristiques des composés sont différentes
et si leurs interactions avec la phase stationnaire et/ou la phase mobile sont
différentes. Cette technique séparative peut étre couplée a un (ou plusieurs)
détecteurs en vue d'une analyse qualitative ou quantitative. Les colonnes
utilisées a I'heure actuelle en chromatographie gazeuse sont des colonnes dites
capillaires creuses, de faibles diametres (de 0.25 a 0.53 mm) et de longueur de

quelques dizaines de metre (10 a 60 m). Elles sont constituées d’'un matériau
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inerte (souvent de la silice fondue) tapissé sur la face interne d’un film fin (de
0.10 pum a 5 pum) de phase stationnaire. Deux grands types de phases
stationnaires sont majoritaires sur le marché : les polysiloxanes, et les

polyéthylénes et polypropylénes glycols.

Les colonnes utilisées en chromatographie liquide haute pression (CLHP)
sont des colonnes dites remplies, de 2 a 5 mm de diametre et de 5 a 50 cm de
longueur. Elles sont constituées d’'un matériau inerte (souvent de 'acier, pouvant
résister a de fortes pressions) rempli soit de particules solides (de diametre et de
porosité variables) soit d’'un monolithe, souvent constitués de silice. La phase
stationnaire est soit la silice elle-méme, soit de la silice greffée sur la par des
groupements organiques polaires (aminoprolyle,glycéropropyle...) ou des
groupements alkyles apolaires (C4, Cs, Cis...) ou encore des groupements alkyles
portant des groupements polaires. Dans cette étude, une colonne monolithe

greffée en Cig a été utilisée.

Quand un composé de masse totale mT est introduit dans la colonne, il se
répartit dans la phase mobile en une quantité mM et dans la phase stationnaire
en une quantité mS. Si les conditions opératoires sont conservées, ces quantités
sont constantes durant la migration du composé dans la colonne. Le rapport de
ces quantités est appelé facteur de rétention k. Il dépend du rapport des volumes
de phase mobile VM et de phase stationnaire VS, appelé en chromatographie
gazeuse rapport de phase 3. k est propre a un composé car il est fonction de
I'intensité de ses interactions avec la phase stationnaire et/ou la phase mobile,
traduite par le coefficient de distribution de Nernst (K), qui correspond au
rapport de la concentration du composé dans la phase stationnaire (CS) sur la
concentration de celui dans la phase mobile (CM) (éq. 3). Ainsi k traduit la

capacité de rétention de la colonne.

. mg CSVS K
Equation(3): k= —==—==>=—
1 (3) my CyVm B

Les valeurs de k et de K sont fonction de la rétention du composé : plus

elles sont grandes, plus il est retenu.
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La quantité de chaque composé sortant de la colonne apres des équilibres
successifs est ensuite détectée par un détecteur adapté et est représentée sous
forme d’un pic chromatographique sur un graphique en deux dimensions, appelé
chromatogramme, montrant la réponse du détecteur en fonction du temps. Le
temps de rétention (tR) d’'un composé correspond au temps nécessaire pour que
celui-ci atteigne le détecteur et est visualisé par le sommet du pic auquel il
correspond. Il est égal a tM, temps pendant lequel il se trouve dans la phase
mobile et se déplace a la méme vitesse que celle ci, et tS, temps durant lequel il
est fixé a la phase stationnaire et reste immobile. Le temps de rétention est
caractéristique du composé et permet ainsi l'identification de composés par
comparaison des temps de rétention d’échantillons et de standards obtenus dans

les mémes conditions chromatographiques.

En sortie de colonne, les composés arrivent au niveau du détecteur.
Certains, dit universels sont sensibles a quasiment tous les composés élués (par
exemple, le détecteur a conductibilité thermique ; TCD), d’autres par contre sont
spécifiques (par exemple, le détecteur a capture d’électrons ; ECD). Un des
détecteurs les plus utilisés en CPG est le détecteur a ionisation de flamme (FID;
fig. 11). Ce détecteur est parfaitement adapté a la détection des composés
organiques non chlorés. Le flux gazeux en sortie de colonne pénétre dans la
flamme d’un bruleur alimentée par un mélange d’hydrogéne et d’air. Cette
flamme dégrade I’échantillon en ions et particules chargées, entrainant un faible
courant ionique (de l'ordre de 10-12 A) entre les deux électrodes du détecteur.
L’extrémité du bruleur constitue la premiere électrode (masse) et un anneau
entourant la flamme, la seconde. Le courant ionique est ensuite amplifié en une

tension mesurable.
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Figure 11 : Schéma du détecteur FID
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Figure 12 : Schéma du détecteur DAD

Les détecteurs les plus utilisés en CLHP sont les détecteurs
spectrophotométriques dans le domaine de I'UV/visible soit mono longueur
d’onde, soit multi longueurs d’onde (détecteur a barrette de diodes ou en anglais
Diode Array Detector (DAD)). Le détecteur DAD (fig. 12) permet soit de mesurer
I'absorbance a plusieurs longueurs d’onde simultanément, soit de capter tout un

domaine de longueurs d’'onde sans interrompre la circulation dans la colonne.
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Le rayonnement électromagnétique d'une source poly-chromatique,
émettant en UV, traverse la solution avant d’étre réfléchi a un angle dépendant
de la longueur d’onde d’émission par un miroir concave. L’absorbance pour
chaque longueur d’onde est alors mesurée par une barrette de diodes. La limite

de la résolution dépend de la taille des diodes.

Si la réponse du détecteur est proportionnelle a la quantité de composés
qu'il détecte, I'aire d’un pic est proportionnelle a la quantité du composé auquel
il correspond. Le coefficient de proportionnalité entre I'aire (A) et la quantité de
composé (m) ou la concentration de celui-ci (C) dans le volume (V) d’échantillon
injecté (m = C V), appelé coefficient de réponse absolu (k = m/A = CV/A) peut
étre différent pour chaque composé. Par étalonnage externe, c'est-a- dire par le
biais d’'une gamme d’étalonnage du composé standard correspondant, il est
possible de déterminer la concentration d’'un composé dans I'échantillon. Afin de
palier les dérives instrumentales et les erreurs d’injection, le recours a
’étalonnage interne peut étre nécessaire. Un étalon absent dans I’échantillon et
ayant des propriétés chromatographiques proches de celles du composé a
quantifier, est ajouté en quantité connue dans I’échantillon avant d’injecter celui-
ci. Puisque tous les composés sont injectés en un méme volume, le coefficient de
réponse relatif a I’étalon sera utilisé pour quantifier le composé. Il correspond au
rapport du coefficient de réponse absolu du composé et celui de I’étalon et doit

étre déterminé par le biais d’'une gamme d’étalonnage du composé et de I'étalon.

La composition en acides gras des triglycérides constituant les échantillons
d’huile d’olive a été déterminée par CPG et la composition phénolique des huiles
d’olive a été déterminée par CLHP par étalonnage interne en considérant tous les

facteurs de réponses relatifs égaux a 1.

III. Analyse des acides gras

Apres estérification des acides gras présents dans les échantillons, cette
méthode de séparation a permis la séparation des esters méthyliques des acides
gras selon la méthode décrite par la réglementation du COI. Le détail des
conditions opératoires est donné dans la partie expérimentale, (Chapitre 1,
Paragraphe I1-9). Un des chromatogrammes obtenus pour l'huile fraiche est

représenté sur la figure (13). Les pics ont été identifiés en comparant leurs
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temps de rétention a ceux de standards et en se basant sur les données de la
littérature [12]. Les acides gras indiqués aux sommets des pics des esters
méthyliques sont les acides gras contenus dans I’échantillon et sont repris dans

le tableau (5).

PA 1 Pic du solvant §§ 1819
50071 (Isooctane) ¥ W
. C16:0
] 3 C18:1w7
] «16:1w7
300 e1L C18:2w6
] CL6:1w9 i
] \/C19 (étalon
] ipterne)
200- g ZC183(»3 C22:0
] = C24:0 .
= Squalén
100__ \J xrg % ¢ ran.n \L \ qu
] o5 [a . Y c201w9 3 -’
] 2 all | , R 832 5 &
¢ = 1) QK 3 S
e e S L e e e —=
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Figure 13 : Chromatogramme des esters méthyliques d’'une huile d’olive [13].

Tableau 5 : Identification des pics chromatographiques d’une huile d’olive

Symbole identification Nom usuel
C16:0 acide hexadecanoique acide palmitique
Cl6:1w9 acide 7-hexadecenoique acide hypogeique
Cl6:1w7 acide 9-hexadecenoique acide palmitoléique
C17:0 acide heptadecanoique acide margarique
C17:1w8 acide 9-heptadecenoique acide margaroleique
C18:0 acide octadecanoique acide sterarique
C18:1w9 acide 9-octadecenoique acide oléique
C18:1w7 acide 11-octadecenoique acide cis vaccenique
C18:2w6 acide 9,12-octadecadienoique acide linoléique
C18:3w3 acide 9,12,15-octadecatrienoique acide linolénique
C20:0 acide eicosanoique acide arachidique
C20:1w9 acide 11-eicosenoique acide gondoique
C22:0 acide docosanoique acide béhénique
C24:0 acide tetracosanoique acide lignocérique

Les acides gras ont été classifiés en trois catégories : les acides gras saturés
(AGS), contenant le C16:0, le C17:0, le C18:0, le C20:0, le C22:0 et le C24:0 ; les
acides gras mono-insaturés (AGMI), contenant le C16:1w9, le Cl6:1w7, le
C17:1w8, le C18:1w9, le C18:1w7 et le C20:1w9 ; et les acides gras polyinsatureés
(AGPI), contenant le C18:2w6 etle C18:3w3.
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IV. Chimiométrie

La chimiométrie est la discipline de la chimie analytique qui utilise les
méthodes mathématiques, statistiques et les outils informatiques pour extraire
de l'information utile contenue dans les données de mesures expérimentales

[14]. Cette discipline a trois objectifs principaux [15] :

» Le premier est la planification et I'organisation des expériences [16] pour
avoir le maximum d’information avec le minimum des essais: plans

d’expériences.

» Le second obijectif est la description et I’exploration des données sous forme
synthétique : l'analyse en composantes principales (ACP) est l'une des

méthodes descriptives exploratoires [17].

» Enfin, son dernier objectif est la prédiction, soit de valeurs continues comme
avec les méthodes de régression comme la PLS [18], soit de classer avec une

analyse discriminante comme la PLS-DA [19].

1. Prétraitements mathématiques appliquées aux spectres
infrarouges
Les étapes de prétraitement interviennent avant I’établissement du modele
prédictif. Pour obtenir la meilleure modélisation, il est parfois nécessaire
d’effectuer certains prétraitements sur les données spectrales de maniere a
corriger certains défauts des spectres. Les prétraitements utilisés sont les

suivants.

— La correction de la ligne de base
La correction de la ligne de base consiste a modéliser les variations
incontrdlées du spectre et de les soustraire au signal observé. Généralement on

utilise des fonctions polynomiales de degré compris entre 2 et 6.

— Lanormalisation
Cette correction permet de réduire les variations incontroélées de l'intensité
générale des spectres qui n’est pas toujours maitrisée et qui peuvent étre dues

au trajet optique, a 1’épaisseur des cellules, aux différences de distributions

granulomeétriques. Pour corriger ce défaut, on normalise la valeur de chaque
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variable en la divisant par un nombre « a » supposé représentatif de I'intensité
générale du spectre. « a » est calculé de différente maniére suivant la
normalisation souhaitée : ce nombre peut étre la plus grande valeur absolue, la

valeur moyenne ou encore la gamme de variation (max-min).

— Standard Normate Variate (SNV)

Cette méthode s’applique a chaque spectre individuellement. Elle consiste a
calculer la déviation standard de I'’ensemble des absorbances du spectre et de les
diviser par cette valeur de maniere que chaque spectre ait une déviation
standard égale a 1. Les équations ci-dessous représentent le calcul de la valeur

corrigée pour chaque variable x et le calcul de la déviation standard (std.X).
X=X

Xeorj = std. X

_ 2
XX — X)
n—1

std. X =

— Lelissage

Le lissage permet de diminuer le bruit. La méthode la plus simple est la
moyenne mobile. Chaque valeur est remplacée par la valeur moyenne des
variables les plus proches. Une autre méthode consiste a prédire la valeur de
chaque variable en établissant un modeéle quadratique sur un segment dont le

nombre de points a été choisi au préalable.

— Ladérivée

La dérivée est le premier prétraitement qui fut utilisé. Elle permet de réduire
la dérive de la ligne de base, de séparer plus clairement les bandes d’absorption
et d’exalter 'information spectrale. Il existe plusieurs méthodes de calcul de la
dérivée. Durant cette étude la méthode de Savitzky et Golay a été utilisée. Elle
consiste a calculer un polynéme de degré k, ajusté sur au moins k+1 points
autours du point a dériver et de calculer la dérivée de ce polyndme. L'opération

est conduite simultanément sur tous les points du spectre. L'inconvénient de la
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dérivée est que ce prétraitement a tendance a augmenter le bruit et ne permet

pas ensuite d’interpréter aisément les loadings.

2. Méthodes chimiométriques appliquées

Le choix de la méthode d’analyse est fonction de I'objectif de 1’étude. I peut
s’'agir d’'une analyse quantitative, Y contient alors des valeurs continues comme
par exemple des valeurs de concentrations. Il peut s’agir de la détermination
d’'une propriété, de I'appartenance a une classe. Dans ce cas, I'analyse est
qualitative et les valeurs de Y sont codées de manieres discretes. C’est I'objectif

principal de notre étude.

L’analyse qualitative concerne la discrimination des échantillons par une
frontiére et la classification, c’est-a-dire l'attribution des échantillons dans
différents groupes en fonction de la valeur d'une propriété d’intérét.
L’application des méthodes de classification est importante en chimie, en
biologie et en agroalimentaire. On distingue les méthodes dites supervisées et les
méthodes non supervisées (dite méthodes exploratoires). Par définition, pour les
méthodes non supervisées (clustering), les échantillons sont regroupés sans
connaissance a priori de leur appartenance a une classe, c’est-a-dire que seule la

matrice X intervient.

Dans le cas de méthodes de classification supervisées, I'attribution des classes
pour les échantillons du lot de données nécessite la connaissance de la propriété

de référence.

4.1. Analyse en Composantes Principales : ACP
L’ACP permet de déterminer les caractéristiques principales des spectres, de
les comparer entre elles et de mettre en évidence des liens entre les variables

descriptives (les absorbances aux différentes longueurs d’onde) [20].

L’ACP projette le nuage de points dans un espace de représentation de faibles
dimensions [21]. Elle calcule de nouvelles variables, appelées composantes
principales qui sont des combinaisons linéaires des absorbances de départ.
Puisque 'objectif de I'analyse est la simplification, il faut choisir la dimension de

I'espace de représentation en effectuant un compromis entre deux objectifs
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contradictoires : prendre un espace de faibles dimensions et conserver une

variance expliquée maximale.

v" Le centre de gravité du nuage de points est calculé. Il s’agit du point ayant
pour coordonnées les moyennes des coordonnées des individus. Les
données sont centrées, ce qui correspond a une translation du repeére.

Ainsi, 'origine du nouveau repere est le centre de gravité du nuage initial.

v' Le premier axe principal est la droite passant par 'origine qui restitue le
maximum d’inertie, c'est-a-dire le maximum de variance. Le deuxieme axe
est orthogonal au premier, passant par l'origine qui approxime le mieux les
données, c'est-a-dire, qui exprime le mieux la variance résiduelle. Les

composantes suivantes sont déterminées de la méme fagon.

v' Ensuite, les coordonnées des individus dans le nouvel espace sont

calculées.

Mathématiquement, I’ACP consiste a calculer des combinaisons linéaires des
variables de départ donnant de nouvelles composantes, appelées composantes
principales qui contiennent la plus grande partie de la variabilité de la matrice de
données originales [22]. L’ACP projette les données (données spectrales) dans
un espace de représentation de faibles dimensions. Quand les données de départ
sont des spectres tels que les spectres infrarouges, les vecteurs propres associés
aux composantes principales sont équivalents a des spectres de produits purs, et

les coordonnées factorielles sont analogues a des concentrations [23].

La décomposition matricielle de '’ACP permet d’obtenir des matrices des
coordonnées factorielles (ou «scores») et des contributions factorielles (ou

«loadings»), selon I’équation (4) :
Equation (4) : X=T.PT+E

Avec: X (n, p) est la matrice de données originale, T (n, k) sont les
coordonnées factorielles des individus sur les composantes principales et PT (k,
p) sont les contributions factorielles des variables originales aux composantes

principales.

71 I These de Doctorat National Mohamed MAAOUNI



Le calcul des composantes principales (CPs), n'est qu'une approximation de la
matrice de données originales X ou E (n, p) est la matrice des écarts entre les
valeurs des données originales et cette approximation. Les coordonnées T et les
contributions factorielles P contiennent toute l'information importante relative
aux variables et aux objets, respectivement. Les écarts E portent I'information
sur la dispersion résiduelle, qui n’est pas importante pour décrire le

comportement des échantillons.

D’'un point de vue géométrique, I’ACP peut étre plus facilement comprise
comme une méthode de rotation des données pour que l'observateur soit le
mieux placé pour comprendre les relations relatives entre les individus, entre les
variables et de méme entre individus et variables. Les coordonnées factorielles
sont des représentations des individus sur des plans construits a partir des
composantes principales, ou 1'on peut détecter des répartitions structurées des

objets, la formation de groupes ou la présence d'individus aberrants.

2.2- Partial least square discriminante (PLS-DA)

En général, les méthodes de discrimination ont comme objectif de mettre en
relation une variable qualitative indiquant I'appartenance des objets a des
classes et un ensemble de variables quantitatives. Elles sont appelées aussi
méthodes d’apprentissage supervisé. La méthode de régression au sens des
moindres carrés partiels discriminants (PLS-DA) est une méthode de
classification supervisée, qui est maintenant tres utilisée dans le domaine de
'agroalimentaire [23]. La connaissance a priori de 'appartenance des objets aux

différents classes est utilisée pour définir une regle d’affectation.

L’objectif principal de la méthode est de séparer des groupes d’individus
d’'une maniere concrete. Son principe fondamental est basé sur la création de
nouvelles variables Y, formées par les indicateurs des groupes et d’appliquer la
régression PLS2Z sur ces nouvelles variables. Considérons, un individu i
appartenant a un groupe k, donc la ligne i de la variable Y est un vecteur dont
tous les éléments prennent la valeur de 0, a I'’exception de '’élément en position
k, qui prend la valeur de 1. Les composantes discriminantes de la PLS-DA [24]
peuvent étre représentées sous forme de cartes factorielles. La qualité du modele

élaboré est influencée directement par le nombre de variables latentes choisies.
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Ce choix du nombre de variables latentes est choisi en fonction de l'erreur de

prédiction du modele d’étalonnage pré-établi.

Dans un modéle établi avec un faible nombre de dimensions, il y a le risque de
donner une erreur résiduelle assez élevée, mais le modéle sera fiable. Par contre,
un modele avec un trés grand nombre de dimensions, sera plus précis mais
introduira des informations associées a des phénomeénes liés au bruit. Un
pourcentage de bonne classification par rapport a la mauvaise, peut étre calculé,
pour évaluer la bonne prédiction de I'appartenance d’'un objet a un groupe

qualitatif.

3. Développement d’'une méthode d’analyse
Le développement des applications analytiques (quantitative et qualitative)
est la partie la plus difficile et souvent la plus onéreuse. Elle se déroule en

plusieurs étapes, et principalement on trouve:

— Collecte d’'un ensemble de produits représentatifs: Sélection des échantillons

adéquats, représentatifs des composés a analyser ;

— Enregistrement des spectres de la collection compléte: Recueil des données

(Analyses constantes et reproductibles nécessaires) ;

— Etablissement d'un modele prédictif par l'application de méthodes
statistiques multidimensionnelles, aprés création d'une collection
d’étalonnage (de calibration) et une de validation : Application d’une
modélisation chimiometrique qui va permettre d’optimiser les jeux
d’étalonnage, d’assurer la robustesse de la méthode et éventuellement assurer

son transfert sur d’autres appareils ;

— Etape de prédiction, qui se fait par I'application du modele sur un ensemble
d’échantillons inconnus: Vérification de la méthode (robustesse, précision,

exactitude, spécificité) afin de s’assurer de sa fiabilité [25].

Les grandes étapes de la mise au point d'une application analytique

(qualitative) sont résumées dans la figure (14) :
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Collecte d’'un ensemble de produits représentatifs

Enregistrement des spectres de la collection compléte

} |
! !

Collection d’étalonnage Collection de validation / prédiction
Etablissement d’un modéle prédictif : Validation du modele sur la
Calibration collection de validation
- Choix du modele théorique (linéaire, non linéaire) l

- Choix de l'algorithme Erreur de prédiction

- Traitement éventuel des données

- Calcul des parameétres du modele <«—— Recherche des valeurs aberrantes

v

Validation (interne) —— Erreur de prédiction.

Figure 14 : Les différentes étapes d’une application analytique
4. Parametres d’évaluation de la qualité des modeles

4.1. Modeéele de calibration

Différents criteres statistiques permettent d’évaluer la qualité des étapes
d’étalonnage et de validation. Tout d’abord, deux parameétres permettent de
vérifier les performances d’étalonnage. Il s’agit de l'erreur quadratique
d’étalonnage (RMSEC) et du coefficient de détermination R2? qui correspond au
carré du coefficient de corrélation R. Le RMSEC mesure les écarts entre la valeur
prédite par spectroscopie moyen infrarouge et la valeur de référence. Le RMSEC
est donné par I'équation (5) et le coefficient de corrélation R est donné par

I’équation (6) [26].
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Equation (5) : RMSEC =

Avec:
yj: la concentration de référence pour I’échantillon j

¥ j: la concentration prédite pour I’échantillon j

n : nombre d’échantillons dans le lot d’étalonnage

R = cov(y',Y)

Oy'.Oy

Equation (6) :

Avec:
cov (y’,y) estla covariance de y’ et de y

oy’, oy’ sont les écarts-types respectifs dey’ ety

4.2. Validation croisée totale

La validation d'un modele est basée sur la vérification a quel point le modeéle
se produira sur de nouvelles données de méme nature qui ont été utilisées dans
I'élaboration du modele d’étalonnage. La validation d'un modele estime
l'incertitude des prévisions futures qui peuvent étre faites avec le modele. Si
l'incertitude est relativement faible, le modeéle peut étre considéré comme validé.
Bien que l'objectif soit d'avoir suffisamment d'échantillons pour mettre une
quantité raisonnable de c6té comme un ensemble de test, cela n'est pas toujours
possible en raison, par exemple, pour le colt des échantillons ou des essais de
référence. La meilleure alternative a un test indépendant pour la validation est

d'appliquer la validation croisée.

Avec la validation croisée totale, les mémes échantillons sont utilisés a la fois
pour I'élaboration et les tests du modele [27]. Quelques échantillons sont enlevés
de l'ensemble de données d'étalonnage et le modele d’étalonnage est élaboré a
partir des données restantes. Ensuite, les valeurs pour les échantillons enlevés
sont prédites et les erreurs de prédiction sont calculées. Le processus est répété
avec un autre sous ensemble de I'ensemble d’étalonnage, et ainsi de suite jusqu'a
ce que tous les objets soient testés, puis tous les résidus de prédiction sont

combinés pour calculer les erreurs résiduelles.
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Pour évaluer la qualité du modele, I'erreur quadratique de validation croisée,
notée RMSECy (Root Mean Square Error of Cross Validation) et le coefficient de
détermination R2cv sont calculés. La formule de RMSECy est donnée par

’équation (7) :

n

390~ )2

Equation (7): RMSECv=1=__
n

Avec:
Yi est la concentration observée

inV est la concentration prédite par validation pour I’échantillon retiré
n est le nombre d’échantillons testés (nombre d’échantillon dans le jeu

d’étalonnage)

Le coefficient de détermination R2cv qui correspond au carré du coefficient de

corrélation R étant donné par I’équation (8) :

n
> (Jior = 9)°
Equation (8): RZcv= '::1—
> (yi-y)*

4.3. Validation externe

L’étape de validation externe permet de tester le modele d’étalonnage [28,29]
sur un groupe d’échantillons externe qui ne sont pas contribués dans
'élaboration du modéle d’étalonnage. Les valeurs de Y prédites sont ensuite
comparées aux valeurs de Y observées, ce qui donne un résidu de prédiction
pouvant étre utilisée pour calculer une variance résiduelle de validation. Au
cours de cette étape, différents indicateurs statistiques sont calculés : le
coefficient de détermination de prediction (R2p), 'erreur standard de prédiction
(Root Mean Square Error of Prediction: RMSEP), I'erreur relatif de prédiction en
pourcentage (RE %) et la limite de detection (LOD) qui sont donnés par les
équations (9), (10), (11) et (12) respectivement.
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Equation (9): R? p=1t

Equation (10):

Equation (11):  RE %= | = - x100
2
> (vi)
i—1
Equation (12): LOD = 3*RMSEP

5. Logiciels de traitement des données spectrales

De nombreux logiciels de statistiques peuvent étre utilisés pour traiter des
données spectrales. IIs doivent permettre de tenir compte des spécificités de ces
données, en termes de volume et leur nature. Ils doivent également fournir des
outils de manipulations et de représentations graphiques des données. En effet, il
existe plusieurs logiciels, parmi lesquels on peut citer : Simca-P, SPSS, Matlab et

the Unscrambler.

Dans notre cas, tous les calculs ont été réalisés en utilisant la version du
logiciel the Unscrambler 10.1 de CAMO (Computer Aided Modeling, Trondheim,
Norway). Ce logiciel possede de nombreux outils statistiques utiles pour

I’étalonnage multidimensionnel et des fonctions de prétraitement des spectres.

6. Spectroscopie infrarouge combinée aux méthodes
chimiométriques et leurs applications
Le développement des applications du moyen infrarouge en agroalimentaire
est récemment connus, suite au développement d’appareils basés sur la
transformée de Fourier et de nouveaux dispositifs de présentation des

échantillons beaucoup plus pratiques [30]. Ainsi qu’elle a été appliquée dans
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plusieurs domaines : 'adultération du café torréfié [31], I'adultération d’huile

d’Avocat [32] et la discrimination des Saucisses de jambon chinois [33].

Dans le domaine des huiles, plusieurs travaux ont été entamés. D'une part,
I'application de la spectroscopie infrarouge couplée a la PLS a permis la
classification des huiles d’olive selon les origines géographiques [34] ou bien
selon les variétés [35]. D’autre part, la spectroscopie MIR est devenue une
méthode de routine pour doser les acides gras “cis” et "trans” dans les huiles et
les matieres grasses. En utilisant ’ATR, Belton P. S. et al. [36] ont dosé les acides

gras "trans" insaturés dans les huiles et les matieres grasses.

Ainsi, I'adultération d’huile d’Argan par d'autres huiles végétales (des huiles
de tournesol et de soja) a été étudiée par spectroscopie infrarouge couplée la

chimiométrie [37].

Les huiles des moteurs ont été aussi étudiées par la spectroscopie infrarouge
et la chimiométrie. Des auteurs ont utilisé cette technique pour évaluer la qualité

des huiles de moteurs SAE30 a la réception selon la conformité [38].

Les résultats de ces travaux montrent que la méthode de la spectroscopie
infrarouge combinée aux méthodes chimiométriques, peut étre utilisée comme

une méthode d’analyse rapide, sensible, robuste et a faible cofit.

Dans le méme sens, notre étude vise a développer d’autres applications de la
spectroscopie infrarouge combinée a la chimiométrie pour le controle qualité

des huiles d’olives.
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Partie II : Etude expérimentale
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Chapitre 1: Caractérisation physico-chimique de I'huile
d'olive extraite de la variété Picholine Marocaine a la
commune rurale de Tagzirt, province de Béni Mellal,

Maroc

I. Introduction

L’huile d’olive fait partie, depuis 2010, de la liste de 'UNESCO du patrimoine
culturel immatériel de I'humanité. Elle se trouve étre un produit doté de grandes
qualités organoleptiques et nutritionnelles qui lui valent '’honneur d’étre servie
sur les plus grandes tables, citée par les plus grands chefs et étudiée par le
monde scientifique. L'huile d'olive est composée d'environ 99 % de triglycérides.
Sa composition en acides gras est caractérisée par une teneur importante en
acides gras mono-insaturés, en particulier en acide oléique et en acides gras
poly-insaturés (linoléique, et acide linolénique). L’autre attrait de ’huile d’olive
réside en sa richesse en composés minoritaires tels que les composés

phénoliques et les tocophérols.

La forte demande en huile d'olive vierge de bonne qualité au cours des
dernieres années est due a ses vertus thérapeutiques qui sont liés a ses activités
biologiques et ses propriétés organoleptiques [1], [2]. En effet, un grand nombre
de pays ont déployé des efforts particuliers pour améliorer la production d’huile
d’olive tant sur le plan quantitatif que qualitatif. Cette nouvelle donnée a eu des
conséquences importantes sur la filiere désormais soumise a une forte
concurrence ou la qualité et la différentiation des huiles d’olive deviennent un

facteur de compétitivité de ce secteur.

Au Marog, la filiere d’huile d’olive a fait I'objet d'un intérét marqué de I’Etat a
travers la mise en place en 1998 du Plan National Oléicole (PNO). Ce programme
a accéléré le rythme de développement de ce secteur mais les résultats restent
en deca des objectifs fixés. Par ailleurs la stratégie agricole du Plan Maroc Vert
(PMV, 2008) consiste a corriger les impacts négatifs des contraintes dont patit

encore ce secteur.
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Le patrimoine oléicole constitue la principale essence fruitiére au niveau de la
région Béni Mellal-Khénifra représentant ainsi pres de 60 % des plantations
fruitiéres dans cette zone. Au cours de ces derniéres années, la filiére oléicole a
connu un dynamisme important a travers l'extension des superficies oléicoles. Le
profil variétal est trés dominé par la variété dite “Picholine Marocaine” qui
représente 78 % de la superficie totale oléicole (DRABMK, 2016). Le secteur de
transformation des olives dans la région est caractérisé par la vétusté de son
parc et la dominance des moulins traditionnels influant négativement sur la
qualité de I'huile. En outre, I'absence de données sur la qualité de I'huile d’olive
produite a la commune de Tagzirt nous a amené a entreprendre le présent

travail.

Par ailleurs, la qualité d'une huile d'olive dépend aussi entres autres, de
facteurs environnementaux et agronomiques, du procédé de fabrication et aussi
du conditionnement. Elle est évaluée par des parametres physico-chimiques et
des caractéristiques organoleptiques reglementés par des normes
internationales. Des valeurs limites sont fixées pour définir différentes

catégories de qualité dont la meilleure est « huile vierge extra ».

Afin d'évaluer la qualité de nos huiles d'olive, nous nous sommes intéressés a
I'étude de la composition chimique de ces huiles. Pour ce faire, quinze
échantillons d’huiles d’olive ont été collectés de moulins a huile traditionnels de
la commune de Tagzirt. Les analyses physico-chimiques suivantes: 'acidité libre,
I'indice de peroxyde, I'indice de réfraction, la densité, le pH, les coefficients
d'extinctions spécifiques K232 K270, 1a variation de l'extinction spécifique AK, la
teneur en chlorophylles et en a-tocophérol, la teneur en composés phénoliques

et la proportion en acide oléique ont été effectuées.
II. Matériels et méthodes

1. Echantillonnage

L'étude a porté sur quinze échantillons d'huiles d’olive monovariétales (E1 a
Ei1s) du principal cultivar marocain, a savoir la Picholine Marocaine. Ces
échantillons ont été collectés de moulins a huile traditionnels équipés d'un

systeme de broyage a pierres de granit, a la commune rurale de Tagzirt, située a
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une distance de 20 Km a I’Est de la ville de Béni Mellal, (32°20'22" N; 6°21'39"
W; Altitude: 530 m), dans le centre du Maroc, au cours de la campagne
2015/2016. Les échantillons ont été conservés a 4 °C dans l'obscurité en utilisant
des bouteilles en verre ambré, sans espace de téte pour chasser I'air, afin d’éviter

le phénomene d'auto-oxydation avant I'analyse.

2. Détermination de l'indice de réfraction et de la densité

Les mesures des densités et des indices de réfraction des échantillons d'huile
d'olive ont été effectuées a l'aide d'un Réfracto-Densimetre « Delta Range DR 45
METTLER TOLEDO ». C’est un systeme entiérement automatique pour la
détermination simultanée de ces deux parametres physiques a la fois, avec une
précision élevée (quatre décimales). Avant chaque utilisation, l'appareil est

calibré avec de l'eau distillée et de l'air.

3. Détermination de I'indice d’acidité

L’indice d’acidité est un indicateur permettant d'évaluer l'altération de la
matiére grasse, consécutive a de mauvais traitements ou a une mauvaise
conservation. Il permet de déterminer la teneur en acides gras libres résultant de
I'hydrolyse des triglycérides [3]. Il est exprimé en % d'acide oléique, et est
mesuré par la quantité de potasse nécessaire pour neutraliser les acides gras

libres contenus dans un gramme de corps gras.

La détermination de I'acidité des huiles a été effectuée conformément a la
méthode décrite par le C.0.1. [4] dont le principe est le suivant : nous avons mis
en solution une prise d’essai (1 gramme) dans un mélange de solvant (12,5 ml
d’éthanol / 12,5 ml d’éther diéthylique), puis nous avons titré les acides gras
présents a I'aide d’une solution d’hydroxyde de potassium (0,1 N) en présence de
la phénolphtaléine comme indicateur coloré. Un essai témoin (sans matieres

grasses) a été réalisé dans les mémes conditions.

Le principe de la détermination de l'indice d’acidité d’une huile consiste en un
dosage acido-basique correspondant a la neutralisation dont le schéma

réactionnel est le suivant :

RCOOH + KOH - RCOOK + H,0
(Acide gras) (Base) (Savon) (Eau)
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L'acidité est calculée en pourcentage en masse comme suit:

V—=Vy) XNxM

Acidité (%) = 10m

Avec:
V = volume de titrage en (ml)
Vy = volume d’hydroxyde de potassium (0,1 N)
utilisé pour le blanc (ml)
N = normalité de la solution d’hydroxyde de potassium en (mol/1)
M = masse molaire de I'acide oléique en (g/mol)

m = masse de la prise d’essai en (g)

4. Détermination de l'indice de peroxyde
L'altération chimique des corps gras provoquée par l'oxygene de l'air débute
par la formation d'un peroxyde. La détermination de cet indice est basée sur

I'oxydation des iodures en iode par I'oxygene actif du peroxyde.

L'indice de peroxyde est le nombre d'hydroperoxydes formés dans un corps
gras au cours de sa conservation, il renseigne sur I'état de son oxydation. Ainsi,
les huiles d’olive perdent leur fraicheur a partir d’'un indice de peroxyde

supérieur ou égal a 20 méq d’0z /kg.

Il estime 1'état d'auto-oxydation de I'huile, qui est un mécanisme lent mais
inéluctable. En effet, les corps gras peuvent s’oxyder en présence d’oxygene et de
certains facteurs favorisant (température élevée, eau, enzyme, traces de métaux
Cu, Fe...). Cette auto-oxydation ou rancissement aldéhydique conduit dans un
premier temps a la formation de peroxydes (ou hydroperoxydes) qui se
décomposent ultérieurement en dérivés carbonylés aldéhydes et hydrocétones
(responsables de l'odeur de rance) et en divers produits oxygénés (alcools,

acides...).

L'indice de peroxyde (IP), exprimé en milliéquivalents d'oxygene actif par
kilogramme d'huile (méq.02/kg d’huile), a été déterminé selon la méthode
décrite par le C.0.I selon la norme ISO 3960 (COI, 1995) [4] : On pese environ 1g
d’huile dans un erlenmeyer de 250 ml auquel on ajoute 10 ml de chloroforme et

15 ml d’acide acétique et immédiatement apres 1 ml d’'une solution aqueuse
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saturée d’iodure de potassium. On agite pendant une minute et on met le
mélange a 'obscurité pendant 5 min. on ajoute 75 ml d’eau distillée en agitant
rigoureusement et lorsque la solution devient jaune-clair, on ajoute quelques
gouttes d’empois d’amidon (indicateur), si une couleur violacée apparait apres
agitation énergique, il y a présence de peroxyde. Le dosage se fait alors avec une
solution de thiosulfate de sodium (0,01 N). Le point d’équilibre est déterminé
lorsque la couleur de la solution passe du brun au transparent. Un essai a blanc

sans le corps gras est effectué parallelement au premier essai.

L’indice de peroxyde est déterminé selon la formule suivante:

1000 (V — V) X C
m

IP (méq.0,/kg) =

Avec:
V = volume utilisé de la solution de thiosulfate de sodium (ml)
Vo = volume de la solution de thiosulfate de sodium utilisé pour le blanc (ml)
C = concentration du thiosulfate de sodium (mol/1)

m = masse de la prise d’essai en (g)

5. Analyse spectro-photométrique dans 1'Ultra-Violet

La spectrophotométrie UV est utilisée pour déceler les composés oxydés
anormaux dans une huile d'olive vierge. Cette huile accuse un pic d'absorption
entre 203 et 208 nanometres et est transparente au-dela de 210 nm. Les
composés provenant de 1'oxydation de I'huile présentent des absorptions pour

les radiations de longueur d'onde suivantes:
v' 232 nm pour les hydroperoxydes
v' 270 nm pour les composés carbonylés

v' 260, 268 et 280 nm pour les triénes conjugués

Aussi I'étude de la bande 230 a 300 nm est particulierement intéressante pour
révéler 1'état d'oxydation d'huile. En pratique, l'extinction spécifique dans 1'UV
est calculée a partir d'une solution a 1 % sous une épaisseur de 1 cm, a l'aide

d'une longueur d'onde de 232 nm et 270 nm.

Les valeurs de I'IP < 20 méq.02/Kg d’huile ne signifient pas toujours 'absence

du phénomene d’oxydation. Le recours a la détermination des coefficients
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d'extinction spécifique (K232, K270) d’absorbance dans l'ultraviolet, renseigne sur

la présence ou 'absence de produits d’oxydation secondaire dans I'huile [5], [6].

Les coefficients des extinctions spécifiques Kz3» et Kz7o des huiles dans
'ultraviolet qui constituent un important parametre de qualité des huiles, sont
calculés respectivement a partir de 1'absorption a 232 et 270 nm, a l'aide d'un
spectrophotomeétre UV selon la méthode décrite par le C.0.1 [4] : Les échantillons
d’huile d’olive (0,05 g a 0,25 g) sont dilués dans I'hexane (25 ml) jusqu’a
'obtention de densités optiques (DO) inférieures a 1. La lecture des absorbances
est effectuée dans une cuve en quartz par rapport a celle du solvant, sur un

spectrophotomeétre UV visible, équipé d'une cellule de 1 cm d’épaisseur.

La loi de Beer Lambert précise que, pour un soluté donné en solution a une
longueur d’onde 2, I'absorbance A est proportionnelle a I’épaisseur de la couche
liquide traversée (I’épaisseur ‘I’ de la cuve) par le faisceau lumineux et a la

concentration C du corps dans la solution.

Ay =eXIxC
Avec:
A; = absorbance a lalongueur d’'onde A
C = concentration, en grammes par 100 ml, de '’échantillon
[ = épaisseur de la cuve

& = coefficient d’extinction molaire

Les valeurs des extinctions spécifiques a 232 nm et 270 nm sont calculées en

utilisant la formule suivante:

Avec:
A, = absorbance a la longueur d'onde k;
C = concentration de la solution en (g/100ml);

S = chemin optique (1 cm).

Cette analyse prévoit aussi la détermination de la variation de I'extinction

spécifique AK selon I’équation suivante :
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(Km—4 + Km+4)
2

Ou K, est I'extinction spécifique a la longueur d’onde d’absorbance maximale m,

AK =K, —

aux environs de 270 nm.

6. Détermination de la teneur en chlorophylle

La teneur de chaque échantillon d'huile d'olive en pigments chlorophylles a
été déterminée en utilisant un spectrophotometre Perkin Elmer lambda 35 a
travers l'absorbance A de I'huile d’olive a 630, 670 et 710 nm. Les échantillons
ont été remplis directement dans une cellule en verre de 1 cm de longueur (L). Le
tétrachlorure de carbone pur a été utilisé comme référence [7]. Le pigment

chlorophylle a été calculé par:

[A670 _ (A630';A710)]

0,1086 x L

Chlorophylle (mg/kg) =

Avec:
Chlorophylle = teneur en pigments chlorophylles (mg/kg)
A; = absorbance a la longueur d’'onde A

L = épaisseur de la cuve

7. Détermination de la teneur en composés phénoliques

Les polyphénols totaux sont dosés par le suivi de leur capacité a réduire les
acides phosphotungstique et phosphomolybdique, contenus dans le réactif de
Folin, en oxydes de tungsténe et molybdene. Ces derniers présentent une

coloration bleutée mesurée a 760 nm.

La méthode de Folin-Ciocalteu [8] a été utilisée pour déterminer la teneur en
polyphénols totaux. 1ml d’huile est mélangé avec 9 ml d'un mélange
d’eau/meéthanol (25/75 v/v). Le mélange est placé au vortex pendant 1 min pour
extraction des polyphénols dans le milieu méthanolique, puis 1ml de
dichlorométhane est ajouté pour permettre a la partie huileuse de passer dans la
phase inférieure et faciliter ainsi le recueil de 9ml du surnagent méthanolique.
1ml de réactif de Folin dilué 10 fois dans I'eau est ajouté et le mélange est laissé
2min a température ambiante avant d’ajouter 1ml de carbonate de sodium (75

g/L). Le mélange est chauffé pendant 15 min a 50 °C puis analysé a 760 nm.
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L’étalonnage externe utilise 'acide gallique entre 0 et 500 mg/L du mélange
méthanol-eau (0; 100; 200; 300; 400 et 500) qui est directement mélangé au

Folin. La droite d’étalonnage externe est décrite par I'équation:

y = 1,665 x (R* = 0,9913).

8. Détermination de la teneur en a-tocophérol

L’a—tocophérol a été évalué selon la méthode IUPAC 2432 (IUPAC, 1992), [9].
Des échantillons d'huile de 2 g ont été dissous dans 25 ml d'hexane, filtrés (0,45
um) et injectés (20 pl) dans le systeme CLHP (Agilent 1100, Agilent
Technologies) avec une colonne Zobrax C18 (150 mm x 6 mm x 3,5 um). La
phase mobile est le n-hexane/2-propanol (99,5/0,05 v/v) et le débit est de 0,8
ml/min. L’a-tocophérol individuel a été identifié a 295 nm et quantifié en
mg/100g d'huile en utilisant I'étalent externe correspondant, le a—tocophérol
(Sigma-Aldrich). La concentration du a—tocophérol dans les échantillons est
déterminée par rapport de la surface de pic et de celle de la norme et les

résultats sont ajustés en fonction de la densité moyenne de I'huile d'olive.

La teneur en a—tocophérol, (W), de I'échantillon, exprimée en milligrammes

par kilogramme d’huile (mg/kg), est donnée par la formule:

WP >E/Tt xV
AgXm
Avec:
p = concentration du a—tocophérol dans la solution standard en (pg/ml)
A, = moyenne des aires de pics obtenues pour la norme o~tocophérol
A, = moyenne des aires de pics obtenues pour I'a—tocophérol dans
I'échantillon d'essai

m = masse, en grammes, de 1'échantillon d'essai

V' = volume préparé de solution d'essai (= 1,5 ml)

9. Détermination de la proportion d’acide oléique

Le profil d'acide gras est généralement déterminé en évaluant les esters
méthyliques d'acides gras par chromatographie en phase gazeuse (CPG), comme
suggéré par la réglementation du COIL En bref, 0,1 g d'huile est pesée et diluée

avec 2 ml d'heptane et 0,2 ml de KOH méthanolique 2N. La solution obtenue est
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vigoureusement secouée pendant 30 secondes et laissée stratifier jusqu'a ce que
la solution supérieure devienne limpide. La solution supérieure est recueillie et
évaporée a sec sous flux d'azote gazeux. L'ester méthylique est remis en solution
dans 1 ml d'heptane et injecté dans la CPG. L'analyse a été réalisée a I'aide d’'un
chromatographe en phase gazeuse HP 6890 équipé d'un détecteur a ionisation
de flamme (T = 250 °C). La colonne utilisée est une colonne capillaire Carbowax
de type (30 m x 0,32 mm x 0,25 microns). Le gaz porteur était de 1'azote a un
débit de 2,5 ml/min. Le programme de température du four était de 140 a 240
°C, le gradient de température était de 10 °C/min pendant 10 minutes.
L'identification des pics a été effectuée en présence de témoins et le calcul du
pourcentage d'acide oléique a été effectué au moyen d'un intégrateur
automatique. Toutes les analyses ont été effectuées en triple et les résultats sont

exprimés en moyennes.

III. Reésultats et discussions

Le tableau 6 suivant regroupe les résultats d’analyses de l'acidité libre, de
I'indice peroxyde, de l'indice de réfraction et de la densité des échantillons

d'huiles d'olive étudiés.
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Tableau 6: Acidité libre, indice de peroxyde, indice de réfraction et la densité des
échantillons d'huiles d'olive étudiés

Indice de Densité Acidité libre Indice de peroxyde
Echantillon réfraction (% d’acide (meq d’O:z actif / kg
oléique) d'huile)

E1 1,4693 0,9138 1,14+0,01 7,31+0,02

Ez 1,4697 0,9141 1,02+0,01 14,53+0,02

Es 1,4695 0,9139 1,98+0,01 09,11+0,02

E4 1,4694 0,9138 1,17+0,01 11,85+0,02

Es 1,4696 0,9138 1,00+0,01 09,13+0,02

Ee 1,4693 0,9138 0,80+0,01 13,45+0,02

E7 1,4693 0,9135 2,24+0,01 5,95+0,02

Es 1,4694 0,9138 1,35+0,01 15,34+0,02

Eo 1,4692 0,9133 1,56+0,01 12,97+0,02

E1o 1,4692 0,9135 0,7+0,01 11,7040,02

E11 1,4693 0,9136 1,72+0,01 10,43+0,02

E12 1,4694 0,9137 1,64+0,01 15,26+0,02

E13 1,4694 09136 2,12+0,01 08,09+0,02

E14 1,4690 0,9129 1,33+0,01 09,48+0,02

E1s 1,4693 0,9137 0,96+0,01 13,2240,02

Normes 1,4677-1,4705 0,910-0,916 <33 <20

col

1. Indice de réfraction et densité
La densité et I'indice de réfraction sont des parametres physiques permettant

d'identifier et de juger la pureté et I'authenticité de I'huile d'olive.

Comme indiqué dans le tableau ci-dessus, toutes les valeurs de la densité
semblent étre identiques et conformes a la norme du codex pour les huiles
d'olive vierges et raffinées (0,910 a 0,916) g/cm3. La densité des huiles est
généralement liée au degré d'insaturation et a 1'état d'oxydation. A 'instar des
densités, les indices de réfraction des échantillons analysés sont tres similaires et

conformes a la norme du Codex Alimentarius pour les huiles (1,4677 a 1,4705).

2. Acidité libre

L'acidité libre des échantillons d'huiles d'olive étudiés est comprise entre 0,7
et 2,24 % (tableau 6). Sur la base de ces résultats et selon la norme commerciale
du COI, aucun échantillon analysé n’est classé huile d'olive vierge lampante
(acidité supérieure a 3,3 %). En outre, les huiles étudiées peuvent étre classées

en trois catégories distinctes (COI, 2011):
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v La classe de I'huile d'olive extra vierge dont I'acidité libre est inférieure ou

égale a 0,8 %. Cette classe regroupe les échantillons E¢ et E1o.

v La classe de I'huile d'olive vierge avec une acidité libre comprise entre 0,8
et 2 %, cette classe contient les échantillons Ei, E2, Es, E4, Es, Es, Eo, E11,

E12, E14 et Ess

v' Et enfin la classe de l'huile d'olive vierge ordinaire ou courante qui est
d'une acidité libre comprise entre 2 et 3,3%, cette classe contient les

échantillons E7 et E1s.

Les deux premieres catégories présentent un pourcentage de 86,7 % de tous
les échantillons analysés, deux huiles d'olive extra vierges et onze huiles d'olive
vierges, ce résultat indique une bonne qualité globale qui peut étre due a la fois a
la fraicheur des olives broyées et a la fraicheur des huiles d'olive étudiées elles-

mémes, ainsi qu'une bonne conservation des fruits apres la récolte.

D’un autre coHté, ces résultats montrent une forte variation de l'acidité de
différents échantillons ; ceci peut étre attribué aux différents temps de séjour des
olives avant broyage. En effet, les acides gras libres résultent de l'action de la
lipase sur les triglycérides, ou d'une autre activité hydrolytique de ces
triglycérides et cela peut se produire avant, pendant ou apres le broyage des

olives.

L’acidité élevée que nous avons obtenue pour la troisiéme catégorie peut étre
expliquer par 1'état avancé de la maturité des fruits, le manque de prises de
précautions lors de la récolte ou le stockage des olives qui entrainent la
détérioration des fruits et par conséquent I'augmentation de la teneur en acides
gras libres, sous l'action des lipases [10]. Cependant, les valeurs observées de
'acidité libre dans cette étude sont inférieures a celles notées par Boulfane et al.
[11], qui ont obtenu des valeurs comprises entre 1,77 et 583 % pour les
différentes huiles d’olive étudiées de la région de Chaouia, et elles sont
également inférieures a celles annoncées par Benabid et al. [12], qui ont trouvé
des valeurs comprises entre 0,77 et 9,26 % pour les différentes huiles d’olive

analysées de la région algérienne. Par contre, nos résultats sont plus élevés que
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ceux rapportés par Tanouti et al. [13], qui ont noté que l'acidité libre reste

inférieure a 0,8 % pour I'huile d'olive produite dans l'est du Maroc.

3. Indice de peroxyde (IP)

L’'indice de peroxyde (IP) d'une huile d'olive est une mesure brute de son
oxydation primaire due a l'exposition a I'oxygene. Cette oxydation conduit a des
produits d'oxydation secondaires qui donnent des arémes et des odeurs
indésirables (rancissement). En général, des indices de peroxyde élevés
impliquent une huile oxydée et donc un produit de moindre qualité [14]. Les
résultats pour les teneurs en peroxydes des échantillons analysés sont présentés
dans le tableau (6). Ils sont exprimés en milliéquivalents d'oxygeéne actif par

kilogramme d'huile (meq.02/ kg).

On constate que ces valeurs vont de 5,95 pour l'échantillon E; a 15,34
(meq.02/kg) pour 1'échantillon Eg. Ces valeurs restent inférieures a la limite
établie par la norme commerciale du COI pour les huiles d'olive extra vierge (<
20 meq.02/kg) (CIO, 2011). Cela signifie que les huiles d'olive étudiées auront
une bonne durée de conservation. Des niveaux élevés de I'IP a I'étape de mise en

bouteille ne sont pas une bonne indication d'une longue durée de conservation.

L’indice de peroxyde le plus élevé obtenu était de 15,34 (meq.02/kg) (Es). Ceci
peut étre expliqué par 1'oxydation des huiles d'olive en fonction des conditions

de récolte et de post-récolte des olives [15].

Tanouti et al. [13] ont noté des valeurs similaires pour les huiles d'olive
produites dans I'est du Maroc (7 a 15,4 meq.02/kg). Bien que Abu-Reidah et al.
[16] ont obtenu des valeurs beaucoup plus faibles (8,20 a 11,37 meq.02/kg) pour
les huiles d'olive de Palestine. Par contre Boulfane et al. [11] ont rapporté des
valeurs plus élevées (10,96 a 18,7 meq.0z/kg d'huile d'olive) pour les huiles

d'olive de la région de Chaouia.

4. Absorbance dans l'ultraviolet
Les valeurs des extinctions spécifiques obtenues pour les échantillons étudiés

par les ultraviolets a 232 nm et 270 nm et la variation AK sont indiquées sur la

figure (15):
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Figure 15: les extinctions spécifiques en UV des échantillons d'huile d'olive analysés

On remarque que toutes Les valeurs des extinctions spécifiques ultraviolet
K232 et K270 obtenues pour tous les échantillons ne dépassent pas les limites
fixées par le Conseil oléicole international pour les huiles d'olive vierges (COI,
2011), respectivement inférieures ou égales a 2,60 et 0,25, a la seule exception
de l'échantillon Eg (Kz70 = 0,2663). Cette exception peut avoir plusieurs
explications telles que la récolte tardive des olives, une exposition excessive des
olives et des huiles extraites a l'air et/ou a la lumiére, ainsi qu'un éventuel
réchauffement de la pate au cours du broyage [13]. Il est a noter que cette huile
présentait la valeur d'indice de peroxyde la plus élevée (15,34 meq.02/kg). Les
extinctions spécifiques a 232 nm et a 270 nm de 'huile d’olive refletent son état
d'oxydation. Plus I'extinction a 232 nm est forte, plus I'huile est peroxydée. De
méme, plus l'extinction a 270 nm est élevée, plus I'huile est riche en produits
d'oxydation secondaire, ce qui refléte sa faible conservation pendant le stockage
[7]. Quant a la variation de I'extinction spécifique, elle varie d'un échantillon a
I'autre mais sa valeur est comparable a celle établie par le COI (AK < 0.01), (COI,

2011).

5. Teneur en pigment chlorophylle

La teneur en pigments chlorophylles est considérée comme l'un des facteurs
les plus importants influencant la qualité de I'huile d'olive. La chlorophylle joue
un role vital dans la détermination de la couleur de I'huile d'olive, et la couleur
joue un role clé dans l'acceptabilité chez les consommateurs. En fait, de

nombreux consommateurs préferent une huile d'olive de couleur verte foncée,
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comme dans les huiles vierges [17]. D'un autre c6té, le taux de la chlorophylle
affecte également la stabilité oxydante de I'huile d'olive, car il est impliqué dans
l'auto-oxydation dans I'obscurité et d’'un autre coté dans le mécanisme de photo-
oxydation sous 'effet de la lumiére. La couleur est un attribut important pour les
consommateurs, qui associent les teintes vertes de la chlorophylle dans 1'huile

avec la fraicheur des produits [18].

Les teneurs en chlorophylles obtenues pour les échantillons étudiés,

exprimées en partie par million (ppm), figurent sur la figure (16) ci-dessous:
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Figure 16: Teneurs en chlorophylle des échantillons d’huiles d’olive étudiés

La teneur en chlorophylle pour la plupart des échantillons analysés est
strictement inférieure a 2 ppm. Ces faibles niveaux sont souhaités pour éviter
I'action pro-oxydante des pigments chlorophylles et assurer ainsi une
conservation appropriée des huiles [19] ; D'ou l'intérét de produire des huiles
d'olive a partir d'olives miires et d'enlever les feuilles lors de 1'extraction de
I'huile. En effet, certains chercheurs ont constaté que la concentration de
chlorophylle est élevée - jusqu'a 80 mg/kg d'huile - au début de la période de
maturation, et tres faible - environ 2 mg/kg d'huile - lorsque le fruit est bien mir
[20]. Cette diminution est due a la dégradation de la chlorophylle produisant la
phéophytine qui donne a I'huile sa couleur jaune [21]. Les échantillons E¢, E7 et

E1o0 ont des teneurs en chlorophylles légerement plus élevées, respectivement:
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2,53, 2,95 et 4,84 ppm. Cela peut étre expliqué notamment par une récolte

précoce des olives triturées.

6. Teneur en composés phénoliques
Les composés phénoliques sont peut-étre les plus importants des composés

mineurs dans l'huile d'olive, en raison de leur effet antioxydant puissant et leur

by

contribution résultante a la stabilité oxydative, donc a une longue durée de
conservation de I'huile. Les teneurs en composés phénoliques obtenus pour les

échantillons étudiés, exprimées en ppm, sont indiquées dans la figure (17):
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Figure 17: Teneurs en composés phénoliques des échantillons d’huiles d’olive étudiés

Les résultats obtenus montrent que les huiles d’olive étudiées contiennent des
quantités considérables de composés phénoliques. Ces quantités varient entre
313,23 (E3) et 520,85 ppm (E11). Les résultats obtenus concordent avec ceux
notés par Abu Reidah et al. [16] qui ont trouvé des valeurs allant de 318,99 a
469,96 ppm pour les huiles palestiniennes. Cependant, elles sont beaucoup plus
élevées que celles obtenues pour 'huile d'olive produite dans la région de Tadla

(179,9 2 281,35 mg/kg) [22].

Les composés phénoliques passent dans I'huile lors de I'extraction. Ils sont
considérés comme des antioxydants naturels qui protéegent I'huile contre
I'oxydation et assurent une meilleure stabilité pendant le stockage et un gofit

amer [13]. Les variations observées dans les concentrations peuvent étre dues a
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la différence de maturité des olives avant broyage (olives de récolte précoce),
mais dépendent aussi du cultivar et de l'aire géographique [23]. En effet, les
huiles d'olive provenant d’un cultivar situé en altitude, sont plus riches en
phénols que celles des plaines [24]. La présence de feuilles lors du broyage des
olives peut également augmenter la concentration des composés phénoliques
dans les huiles d'olive [25]. En outre, les phénols ont un golit amer, ce qui
contribue a I'amertume de I'huile; Cependant, bien que des teneurs élevées en
polyphénols aient été trouvées dans les huiles d'olive de Tagzirt,
organoleptiquement elles n'ont pas montré d'amertume spécifique ou du

piquant qui nuisaient a la qualité.

7. Teneur en a-tocophérol

Les tocophérols sont collectivement connus sous le nom de vitamine E, et
représentent une classe importante d'antioxydants qui se produisent
naturellement dans les huiles végétales et ont la fonction de maintenir la qualité

de I'huile en terminant les radicaux libres [26], [27].

Dans 1'huile d'olive, plus de 90 % des tocophérols totaux sont représentés par
I'a—tocophérol, qui présente une forte variation en fonction des conditions
climatiques et agronomiques, telles que la zone d'origine, le cultivar et la
maturité des olives [28]. La figure (18) montre les valeurs de la teneur en

o—tocophérol des échantillons analysés.
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Figure 18: Teneur en a—tocophérol dans les échantillons analysés

Les teneurs en a-tocophérol des échantillons étudiés se situent entre 108,45
(E11) et 251,17 ppm (E10). Ces données montrent que les olives de Tagzirt
contiennent un taux d'a-tocophérols dans la méme gamme que les résultats
d'autres huiles d'olive monovariétales provenant de différentes zones oléicoles
traditionnelles dans le monde, allant de 109 a 250 ppm d'huile d'olive [29-30-
31].

8. Proportion en acide oléique

Le profil d'acide gras (PAG) de I'huile est une mesure des proportions d'acides
gras individuels dans I'huile, et est donc un facteur important dans la qualité de
I'huile. Le rapport des différents acides gras dans I'huile influence la stabilité de
I'huile, ainsi que la détermination de sa valeur nutritive. Certains acides gras sont
considérés comme meilleurs que d'autres; Dans le cas de I'huile d'olive, l'acide
oléique est plus souhaitable que les autres du point de vue nutritionnel. Les
huiles qui ont des teneurs élevées en acide oléique (acide gras monoinsaturé)
sont considérées comme ayant de la valeur nutritive la plus élevée (en fait,

l'acide oléique prends son nom de I'olive, «olea»).

Nous avons déterminé le pourcentage d'acide oléique pour chaque échantillon
par chromatographie en phase gazeuse. Les données de 1'étude sont présentées

dans le tableau (7):
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Tableau 7: Proportions en acide oléique des différents échantillons d’huiles d'olive

étudiés

Echantillons Pourcentage d’Acide Oléique (C18:1)
E1 68,11
E2 70,28
E3 69,27
E4 69,65
Es 69,53
Es 73,19
E7 74,10
Es 72,28
Eo 78,21
E10 75,65
E11 80,53
E12 71,19
E13 80,91
E14 79,33
Eis 74,98

normes COI 55,0-83,0

Les résultats des quinze échantillons analysés montrent que les proportions
d'acide oléique dans les huiles d'olive étudiées sont conformes aux limites
établies par le Conseil oléicole international (COI, 2003). En effet, le pourcentage
d'acide oléique (C18:1) varie entre 68,11 % pour l'échantillon E; et 80,91 % pour
I'échantillon Ei3. Des études ont montré que le profil des acides gras de 1'huile
d'olive est lié au cultivar et ont également montré que la maturité des fruits
affecte le PAG [32], [33]. Le taux d'acide oléique augmente pendant la maturation

suite a la biosynthese du triacylglycérol actif [34].

Les pourcentages d'acide oléique des huiles d'olive étudiées sont tres
supérieurs aux valeurs rapportées par Issaoui et al. [35] pour les huiles d'olive
tunisiennes (54,6 a 66,8 %). Cependant, ils sont un peu plus élevés que les
valeurs trouvées par Abu-Reidah et al. [16] pour les huiles palestiniennes, qui

vontde 67,24 272,27 %.
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IV. Conclusion

En résumé, dans le présent travail, quinze échantillons d'huiles d’olive
monovariétales de la variété Picholine Marocaine, produites dans la commune
rurale de Tagzirt, province de Béni Mellal, au centre du Maroc, ont été
physiquement et chimiquement analysés. Neuf analyses physico-chimiques ont
été obtenues pour chaque échantillon; (Acidité libre, indice de peroxyde, indice
de réfraction, densité, coefficients des extinctions spécifiques Kz32, K270 et AK,
teneur en chlorophylles, teneur en composés phénoliques, teneur en
o—tocophérol et proportion d'acide oléique); Ces analyses ont permis de classer
ces huiles d'olive selon les normes du Conseil oléicole international (COI) et
d'évaluer ainsi leurs propriétés nutritionnelles et organoleptiques. 73,33 % des
échantillons étudiés ont été classés dans la catégorie « huile d'olive vierge », 13,3
% dans la catégorie « huile d'olive extra-vierge » et 13,3 % dans la catégorie «
huile d'olive vierge ordinaire ». A la lumiére de ces résultats, nous pouvons
déduire que I'huile d'olive étudiée révele un grand potentiel en ce qui concerne
la valeur nutritionnelle. En effet, tous les parametres de qualité de la majorité
des échantillons étudiés (acides gras libres, absorption UV, indice de peroxyde)
prouvent que ces huiles d'olive respectent les normes du COI pour les huiles
d'olive vierges et méme, pour certains, celles des huiles d'olive-extra vierges. Les
parameétres de pureté évalués (teneur en chlorophylles, teneur en composés
phénoliques, teneur en a—tocophérol et pourcentage en acide oléique) indiquent

également une bonne qualité globale de ces huiles d'olive.

Les résultats de cette étude confirment également que la qualité de 1'huile
d'olive est influencée par de nombreux facteurs, qui peuvent étre regroupés dans
ceux qui agissent lors de la formation de I'huile dans les olives, lors de la collecte
des fruits et pendant le traitement et le stockage du produit final. Les facteurs
génétiques (variétaux), climatiques et environnementaux peuvent affecter tous
les éléments susmentionnés. Par conséquent, afin d'améliorer encore ces huiles
régionales et de leur donner une valeur ajoutée, il est nécessaire de sensibiliser
les agriculteurs pour améliorer les pratiques et les techniques de culture et les
propriétaires des huileries traditionnelles en ce qui concerne le stockage des

olives, la transformation et le stockage des huiles.
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D’'un autre coté, cette étude nous a clairement permis de remarquer et de
constater que le degré de maturité des olives au moment de la cueillette est un
parametre qui s'impose en influant la qualité et la quantité de I'huile d’olive, c’est
un facteur déterminant et omniprésent. En effet, comme nous le verrons par la
suite, des recherches récentes ont montré que la qualité de I'huile d’olive dépend
fondamentalement de linteraction cultivar-environnement et plus
particulierement du degré de maturité des olives. Ce qui nous a poussé et motivé
a étudier l'évolution de la qualité des huiles d’olive a différents stades de
maturité des olives afin d’essayer de cerner ce facteur et d’appréhender son

influence. Etude qui fera l'objet du chapitre suivant.
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Chapitre 2 : Effet du degré de maturité des olives de la
variété Picholine Marocaine sur la qualité de I'huile
d'olive vierge

I. Introduction

Extraite par des moyens mécaniques, 1'huile d'olive garde son patrimoine
naturel en vitamines, acides essentiels et d'autres constituants naturels
importants pour 'alimentation humaine. En effet, elle doit ses caractéristiques et

sa valeur a sa richesse en acide oléique et en composés mineurs [1].

La qualité de I'huile d’olive est déterminée par ses caractéristiques chimiques
et organoleptiques. La nature et les taux en composés mineurs naturels de I'huile

dépendent d’'un ensemble de facteurs intrinseéques et extrinseques.

La qualité de I'huile varie en fonction du stade de maturation au moment de la
cueillette des olives. En effet, la maturité est un critere variétal dont I’évolution est
influencée par un ensemble de facteurs. Le degré de maturité affecte la teneur en
composés volatils qui conferent a l'huile ses caractéristiques sensorielles
particulieres, sa teneur en composés mineurs, sa composition acidique,
essentiellement les acides palmitique, oléique et linoléique. C'est ainsi que les
fruits récoltés précocement donnent une huile de tres bonne qualité et tres
fruitée, ayant un faible degré d’acidité et une couleur vert-franc. Par contre, I'huile
obtenue a partir d'olives récoltées a une date plus tardive a une acidité
légérement plus élevée, présente une couleur jaune-paille, n’est pas fruitée mais
plutét douce et parfois elle a un golit sec ou méme de moisi. Cependant, la récolte
trop précoce produira des huiles, occasionnellement, organoleptiquement

inacceptables en raison de concentrations excessives de polyphénols [2].

L’aspect qualité est essentiel pour permettre a I'huile d’olive de rivaliser autres

huiles végétales et de s'imposer sur le marché mondial des lipides végétaux.

Les caractéristiques qualitatives de I'huile d’olive dérivent de I’action
concomitante des facteurs agronomiques et technologiques employés au cours
des différentes opérations que subissent les olives, de I'arbre jusqu’a I'obtention

de I'huile [3], [4].
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Par ailleurs, des recherches récentes [3-5-6-7-8-9] ont montré que la qualité de
I'’huile dépend fondamentalement de I'interaction cultivar-environnement et plus
particulierement du degré de maturité des olives. Des changements
physiologiques, liés directement a I'age du fruit, se produisent lorsqu’il mirit et
modifient la qualité de I'huile [10], [11]. Généralement, a mesure que le fruit
mirit, I'huile devient moins stable en raison d'une augmentation des acides gras
polyinsaturés et d'une diminution de la teneur totale en polyphénols [12], [13].
Ces changements sont d'une grande importance commerciale car ils influent
considérablement sur les caractéristiques sensorielles de 1'huile, ainsi que sur sa

durée de conservation.

Dans ce chapitre de la these et dans le but de déterminer I'impact du processus
de maturation des olives sur la qualité de I'huile d’olive, nous avons suivi
I’évolution des caractéristiques physico-chimiques de 1'huile d’olive de la variété
principale cultivée au Maroc, a savoir la Picholine Marocaine a différents stades

de maturité des olives.
II. Matériels et méthodes

1. Echantillonnage

Le présent travail a été réalisé en utilisant des huiles d'olive vierges
monovariétales du principal cultivar marocain, soit la Picholine Marocaine. Neuf
échantillons d'huile d'olive (E1 a E9) ont été collectés a différentes périodes de
récolte pendant la saison de récolte 2015/16 a la commune de Tagzirt, située a
une distance de 20 Km a I'Est de la ville de Béni Mellal, (32°20'22" N; 6°21'39" W;
Altitude : 530 m), dans le centre du Maroc. La premiere date de récolte a été fixée
pour la mi-octobre, et les dates de récolte suivantes ont eu environ deux semaines
d'intervalle. La derniere récolte a été effectuée a la mi-février 2016. Apres la
cueillette, les échantillons de fruits d'olivier ont immédiatement été transportés a
I'huilerie dans des caisses trouées pour permettre I’aération et ainsi minimiser les
changements de la composition. L’huile a été extraite dans les 24 heures. La
trituration des olives a eu lieu au sein du « Moulin Albaraka » a Tagzirt comme
suit: les olives ont été sélectionnées a la main nettoyées de feuilles et d’autres

résidus, lavées et ensuite broyées par le biais d’'un moulin a huile traditionnel, la
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pate ainsi obtenue a été mélangée a 25 °C pendant 30 min pour homogénéisation
et pressée a 450 bar, donnant de 'huile mélangée a I'’eau de végétation. Tous les
échantillons d'huiles ont été séparés par décantation et ont été conservés a 4 °C
dans l'obscurité en utilisant des bouteilles en verre ambré, sans espace de téte

pour chasser l'air, afin d’éviter les phénomeénes d’oxydation avant l'analyse.

2. Détermination de I'indice de maturité des olives (IM)

Le durcissement du noyau est la premiere étape dans la formation biologique
de I'huile dans l'olive. A partir de ce moment-13, I'huile se forme et son volume
augmente au fur et a mesure du développement végétatif du fruit, jusqu’a
parvenir a un maximum caractéristique de chaque variété ; les caractéristiques
sensorielles authentiques apparaissant avant le début du processus de
maturation. Le fait d’effectuer des prélevements périodiques, avant I'époque
traditionnelle de maturation, fournit des indications utiles pour obtenir la plus
grande quantité possible d’'une huile présentant les meilleures caractéristiques.
Ces prélevements permettent en effet de calculer le moment optimal pour
commencer la récolte sur une base analytique et de connaitre ainsi I’évolution des
fruits, du contenu en huile, de la capacité d’extraction, des propriétés
nutritionnelles et organoleptiques et d’'un certain nombre de caractéristiques

analytiques d’intérét.

Le processus de maturation des fruits peut étre apprécié visuellement sur les
variétés d’olivier au fur et a mesure de leur changement de couleur. Le péricarpe
(fig.1, p.25) passe normalement du vert foncé au violacé puis au noir. La couleur
et la texture du mésocarpe (fig.1, p.25) changent également durant ces étapes,

tout comme la couleur et les caractéristiques sensorielles de 'huile (fig. 19).
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Figure 19 : Influence physico-chimique de la maturation sur I'olive et sur I'huile d’olive

La couleur des fruits sert d’indicateur commun du niveau de maturation,
exprimé en indice de maturité (IM). Pour notre étude, cet indice a été déterminé
selon la méthode développée par la Station Agronomique a Jaén en Espagne [14]
en fonction de 1'évaluation des couleurs de la peau d'olive et de la pulpe. L'indice
de maturité a été déterminé sur 100 olives sélectionnées au hasard dans chaque
échantillon pour obtenir une valeur numérique pour l'apparence des olives. Ces

olives sont réparties en 8 classes, comme suit (fig. 20):

0 1 2 3

hard green yellow-green  color <% color > %

7
white purple<% purple>"% purple to pit

Figure 20 : Les huits classes de maturation des olives [14]
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Classe 0: peau vert intense
Classe 1: peau vert jaunatre

Classe 2: peau verte avec des taches rougeatres sur moins de la moitié du fruit :

début de la véraison

Classe 3: peau rougeatre ou violette sur plus de la moitié du fruit : fin de la

véraison

Classe 4 : peau noire et pulpe blanche
Classe 5 : peau noire et pulpe violette sans atteindre le centre de la pulpe
Classe 6 : peau noire et pulpe violette sans atteindre le noyau

Classe 7 : peau noire et pulpe violette sur toute la pulpe jusqu’au noyau

L’indice de maturité des olives est calculé selon la formule suivante :

_(Oxn0)+(1xn1)+(2xn2)+---+(7xn7)

I.M.
100

Ou ngy,ny, ....,n; sont respectivement les nombres de fruits de la classe 0, 1, 2, 3,
4,5,6et7.
Ainsi, Les valeurs d'IM varient de 0 (100% de peau verte intense) a 7 (100%

de chair violette et peau noire).

3. Analyses physico-chimiques

Dans cette étude, plusieurs analyses physico-chimiques ont été obtenues pour
chaque échantillon: Acidité libre, indice de peroxyde, indice de réfraction,
densité, coefficients d'extinctions spécifiques Kz32, Kz7o et AK, teneur en
chlorophylles, teneur en composés phénoliques et teneur en a—tocophérol ; ces
analyses ont permis de classifier ces huiles d'olive selon les normes du conseil
oléicole international (COI) et d'évaluer ainsi leurs propriétés nutritionnelles et

organoleptiques.

Les protocoles opératoires de ces analyses sont décrits en détails au premier

chapitre de la partie expérimentale de ce manuscrit.
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4. Détermination de la teneur en pigments caroténes

La fraction caroténe a été évaluée a l'aide d'un spectrophotometre Prkin Elmer
lambda 35, par mesure d'absorbance a 470 nm d'un échantillon d'huile de 7,5 g
dissous dans 25 ml de cyclohexane et introduit au moyen d’une cellule en verre de
longueur de trajet de 1 cm. Le cyclohexane a été utilisé comme référence. Les
résultats ont été exprimés en mg de lutéine, pigment principal des caroténoides,
par kg d'huile. Le maximum a 470 nm a été choisi comme zone sans interférence
de la phéophytin apres avoir obtenu le coefficient d'extinction correspondant. Les
valeurs sont calculées a partir de données de bibliographie pour la lutéine dans

|'éthanol [15].

5. Analyses des acides gras

La connaissance de la composition en acides gras de I'huile d’olive est une
analyse importante dans la détermination de sa qualité. La méthode de choix est
la chromatographie en phase gazeuse (C.P.G), apres transformation des acides

gras en esters méthyliques [16].

L’analyse des esters méthyliques des acides gras est effectuée par
chromatographie en phase gazeuse, les conditions d’analyses sont décrites au

premier chapitre de la partie expérimentale de ce manuscrit (Paragraphe 11.9.)

(page 90) .

6. Analyse de la stabilité a I'oxydation (Essai Rancimat)

La stabilité a I'oxydation a été évaluée par la méthode de Rancimat [17]. Elle a
été exprimée en temps d'induction d'oxydation (h), mesuré avec l'appareil
Rancimat 743 (Metrohm, Bale, Suisse), en utilisant un échantillon d'huile de 3,5 g
chauffé a 100 °C et un débit d'air de 10 L/h. Le flux d’air a été barboté a travers
I'huile et recueilli a I'’eau froide, augmentant la conductivité de I'eau. Le temps pris
pour atteindre un niveau de conductivité fixe représente le temps d’induction

d’oxydation.

7. Test de gélification
L’éssai de gélification est réalisé dans le but de suivre I'évolution de la
figeabilité des huiles (solidification a basses températures) en fonction du stade

de maturité des olives.
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La méthode préconisée consiste a soumettre les échantillons d’huile a des
températures de plus en plus basses et a déterminer le degré de leur
solidification. Pour cela, on remplit de chaque échantillon d’huile, les 2/3 d’un
tube a hémolyse. Les tubes sont soumis a des températures qui varient entre 18
et 0 °C avec une cadence de réduction de 2°C/5min. Le controle du
comportement des huiles et la mesure de la fraction solidifiée sont effectués

toutes les 2 heures.

8. Teneur en huile des olives

Le protocole utilisé est celui établi par le conseil oléicole international (COI,
1997). Ainsi, une quantité de 70 g d’olives entieres broyées, provenant des 100
fruits ayant servi a la détermination de I'indice de maturité, sont mises a sécher a
'étuve réglée a 105 °C pendant au moins 42 heures. Apres avoir pesé la matiere
seche obtenue, les échantillons sont passés dans I'appareil Soxhlet ou ils subissent
une extraction a l'hexane (300 ml d'hexane par échantillon). Six heures, en
général, sont suffisantes pour extraire la totalité de 1I'huile contenue dans chaque
échantillon. Ensuite, on évapore I'hexane a I'aide d’'un rotavapor. Notons que cette
huile ne sert pas a déterminer la qualité de I'huile d’olive car elle a été traitée a

I’hexane.

Les dernieres traces du solvant sont éliminées par un séjour de I’huile pendant
une nuit dans une étuve réglée a 105 °C. Ainsi 'huile récupérée est pesée afin de
déterminer la teneur en huile, exprimée en pourcentage, par rapport a la matiere
séche et la matiére fraiche. Pour chaque échantillon, trois répétitions ont été
effectuées afin de déterminer la teneur moyenne en huile a chaque date de

prélevement.

III. Résultats et discussions

La récolte joue un roéle majeur dans la chaine de production d'huile d'olive
vierge. Elle n'est pas seulement I'étape la plus chere [18], mais elle a aussi un
impact significatif sur les produits de I'année entiere. En choisissant le moment de
la récolte, le producteur détermine la quantité et la qualité des fruits de 1'année,

ainsi que la récolte de la saison prochaine. Il est donc pertinent que les criteres
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d'une décision correcte, concernant la date de récolte, tiennent compte de

|'efficacité de la production et de la qualité de I'huile produite [19].

Nous avons étudié les corrélations entre la date de récolte, I'indice de maturité,
le rendement en huile et la qualité de I'huile d’olive vierge extraite de la "Picholine

Marocaine", la principale variété d'olive cultivée au Maroc.

Les analyses effectuées sur certains parametres qui déterminent I’évolution
des caractéristiques physico-chimiques de I'huile au cours de la maturation des
olives, du début de la véraison jusqu’a la récolte, ont donné les résultats détaillés

ci-apres.
1. Evaluation des analyses des huiles

1.1. Indice de maturité des olives
Dans la présente étude, la progression temporelle de la saison de récolte s'est

accompagnée d'une augmentation linéaire et significative de I'IM (fig. 21).

7 6.35

Indice de maturité

0 I T T T T T T T 1
15-Oct. 30-Oct. 15-Nov. 30-Nov. 15-Déc. 30-Déc. 15-Jan. 30-Jan. 15-Fév.

Date de récolte

Figure 21: Influence de la date de récolte sur l'indice de maturité des olives « saison
2015/16 »

Au cours du processus de maturation, les anthocyanes s'accumulent dans
I'olive tandis que la teneur en huile augmente. Au fur et a mesure que la
maturation avance, l'activité photosynthétique diminue et les concentrations de

chlorophylles et de caroténoides diminuent progressivement [20]. A la fin du
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processus de maturation, le fruit devient violet ou pourpre en raison de
I'accumulation d'anthocyanes [21]. La couleur des fruits sert d’indicateur

commun du niveau de maturation, exprimé en indice de maturité (IM).

1.2. Evolution de la teneur en matiéres grasses

La figure (22) montre la variation de la teneur en matieres grasses exprimée en
matiere seche d'olives a différents stades de maturité. La teneur en matiéres
grasses a augmenté pendant la maturation, avec une valeur de 13,41 %. Il
convient de noter que la teneur en huile des olives reste pratiquement stable a
environ 29 % pendant la période de récolte (du 15 octobre au 15 novembre,
correspondent respectivement aux indices de maturité 0,64 et 1,87). Ensuite, elle
augmente considérablement atteignant un pourcentage d'environ 42,5% a la mi-
janvier (IM= 4,95), puis stagne a nouveau jusqu'a la fin de la saison de récolte.
Cela indique la poursuite de la voie de biosyntheése formant des triglycérides qui

finit 30 semaines apres la floraison [22], [23].

L'augmentation observée de la teneur en huile peut s'expliquer par la
progresstion de la lipogénese, alors que la stagnation notée annonce la fin de

l'activité. En effet, a la fin de la période d'étude, I'activité semblait s'arréter.

44
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0.64 1.15 1.87 2.55 3.4 4.22 4.95 5.7 6.35

Indice de maturité

Figure 22: Evolution de la fraction d'huile, exprimée en pourcentage de poids sec, extraite a

différents stades de maturité
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1.3. Evolutions de I'indice de réfraction (IR) et de la densité (D)
La densité et l'indice de réfraction sont des parametres physiques permettant

d'identifier et de juger de la pureté de I'huile d'olive.

Les résultats de I'évolution de la densité et de l'indice de réfraction, des
échantillons analysés, au cours de la maturation des olives sont illustrés sur la
figure (23). Toutes les valeurs de densité semblent identiques et correspondent a
la norme du codex alimentarius pour les huiles d'olive vierges et raffinées (0,910
a 0,916) g/cm3 [24]. La densité des huiles est généralement liée au degré
d'insaturation et a I'état d'oxydation. Les indices de réfraction sont tres similaires
et sont également conformes a la norme alimentaire internationale pour les huiles
d’olives (1.4677 a 1.4705) [24]. Nous pouvons donc conclure que ces deux

parametres (IR, D) ne sont pas influencés par le degré de maturité des olives.

mIR mD
6 2 1 ok > o> o > o0
LN C LN N - L RN R < L AN . RN
16 - N ‘&P‘ ,yb:b xP‘ /\P‘ /\P‘ sP‘ xP‘ '\P‘
1.4 1 o = o = ) = = e L
1.2 - e M M 2 N B 2 s 2
w w w w w w S w w
1 - N ~ IS 7 w o = N =
0.8 -
0.6 1
0.4 -
0.2 -
0.64 1.15 1.87 255 3.4 422 495 5.7 6.35
Indice de maturité

Figure 23: Indice de réfraction (IR) et densité (D) des huiles en fonction de I'indice de

maturité des olives (IM)

1.4. Evolution de I'acidité
L'acidité est le pourcentage d'acides gras libérés par I'hydrolyse des chaines de
triacylglycérols. Cette libération évolue progressivement avec I'accumulation des
lipides et l'intégration de leurs acides gras constitutifs au cours de la maturation

des olives.
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Les résultats des analyses effectuées sur les huiles d'olive de la variété étudiée
(PM) prélevées a différents stades de maturité montrent que les valeurs d'acidité
ont augmenté de 0,8 a 1,98 a mesure que la saison des récoltes a progressé. Les
niveaux des acides gras libres étaient en corrélation avec 1'augmentation de 1'IM

(fig. 24). Ces résultats sont en accord avec ceux de Kiritsakis et al. [25].

L'augmentation de l'acidité alors que le fruit reste sur l'arbre est causée par

l'activation des enzymes lipolytiques présentes dans le fruit [26].

Ben Salah et al. [27] ont noté que les acides gras libres des huiles d'olive
récoltées a la mi-mars ont augmenté considérablement apres l'action de la lipase

pendant la surmature (maturation treés avancée).

Nous avons constaté que les teneurs en acides gras libres étaient bien

comprises dans la norme du COI pour I'huile d'olive vierge.

=
fee)

=
o))

=
N

Acidité libre (%)
U=y
to

0-8 T T T T T T T 1
0.64 1.15 1.87 2.55 3.4 4.22 4.95 5.7 6.35

Indice de maturité

Figure 24: Evolution de I'acidité libre (exprimée en pourcentage d’acide oléique) en

fonction d'IM des olives

1.5. Evolution de l'indice de peroxyde
L’indice de peroxyde varie de 14,07 meq.02/Kg pour I’échantillon E; (IM=0,64)

(qui présente la valeur maximale) a 6,14 pour I’échantillon E9 (IM=6,35) (qui
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présente la valeur la plus faible), la valeur moyenne et I'écart-type sont

respectivement de I'ordre de 11,14 et 2,38 meq.02/Kg.

L’évolution de l'indice de peroxyde présente une diminution marquée pendant
la maturation (fig. 25). Ce comportement s'explique par une diminution de
'activité de l'enzyme lipoxygénase. Ces résultats sont en accord avec ceux
d'Uceda et al. [28]. Les valeurs de peroxyde obtenues sont inférieures a 20
méquiv/kg pour lesquelles les huiles perdent la catégorie "vierge" (réglement CEE

/ 2568/91).

16

10

(o]

Indice de peroxyde
(meq. 02/Kg)

4 T T T T T T T 1
0.64 1.15 1.87 2.55 3.4 4.22 4.95 5.7 6.35

Indice de maturité

Figure 25: Evolution de I'indice de peroxyde au cours des différents stades de maturité des

olives

1.6. Evolution des coefficients d’extinction K232, K279 et AK
Les valeurs de K270 ont tendance a diminuer pendant la maturation. Kz3. s'est
comporté de maniere similaire a l'indice de peroxyde: les valeurs ont diminué
progressivement pendant la maturation (fig. 26). En aucun cas, ces coefficients ne
dépassent 2,50 et 0,25, les limites respectives pour les huiles d'olive vierges

(reglement CEE / 2568/91).
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Figure 26: Evolution des coefficients K232 et K270 en fonction de I'IM des olives

1.7. Evolution de la stabilité de I'huile
La stabilité de 1'huile a diminué pendant la maturation (fig. 27). La diminution
était de (19,3%). Cela s'explique par la perte d'antioxydants naturels, (phénols et
tocophérols), comme indiqué plus loin dans le présent chapitre. Ces résultats sont

en accord avec ceux de Gutiérrez et al. [29].
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Figure 27: Evolution de la stabilité des échantillons d’huile d'olive étudiés en fonction de

I'IM des olives
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1.8. Evolution de la teneur en pigments
Les composés mineurs de la partie insaponifiable de I'huile d’olive sont
constitués de plusieurs éléments, présentant une grande importance du point de
vue de la qualité de I'huile, notamment, les substances colorantes et odorantes

[30].

1.8.1. Chlorophylles

L'huile d'olive contient d’assez grandes quantités de chlorophylles qui sont
responsables de la prédominance de la coloration verte. Les chlorophylles sont
liées aux phénomenes oxydatifs par leurs actions catalytiques, de prooxydants en
présence de lumiere et d'antioxydants dans le noir. Ils sont transformés, dégradés
ou completement détruits [31]. En effet, le suivi de 1'évolution de la teneur en
chlorophylles dans l'huile au cours de la maturation des olives montre une
diminution progressive de ces pigments. Nous avons constaté que les huiles
obtenues a partir d'olives récoltées tot contiennent des quantités appréciables de
chlorophylles (fig. 28). Cependant, cette teneur diminue considérablement
pendant la maturation. Ces résultats sont en accord avec ceux d'autres études [7-
8-32]. L’absence de chlorophylles affecterait la qualité de I'huile percue par les
consommateurs qui associent généralement la coloration verte a la bonne qualité

de I'huile d’olive.

Teneur en chlorophylles (ppm)

O T T T T T T T 1
0.64 1.15 1.87 2.55 3.4 4.22 4.95 5.7 6.35

Indice de maturité

Figure 28: Evolution de la teneur en chlorophylles (ppm) dans I'huile d'olive extraite de la

variété d'olive Picholine Marocaine a différents stades de maturité
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1.8.2. Carotenes

A Vlinstar des chlorophylles, les pigments caroténoides sont également
impliqués dans des mécanismes d'auto-oxydation et de photo-oxydation. En effet,
les carotenes présents dans l'huile d'olive vierge sont bien connus comme
désactivateurs d'oxygene et sont donc des inhibiteurs tres efficaces de la photo-
oxydation induite par les pigments chlorophylles [33]. La figure (29) montre que
la teneur en carotene diminue considérablement pendant le processus de
maturation. Cependant, elle ne s'annule pas, contrairement a la teneur en

chlorophylles.
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Indice de maturité

Figure 29: Evolution de la teneur en caroténoides (ppm) dans I'huile d'olive extraite de la

variété d'olive Picholine Marocaine a différents stades de maturité

1.9. Evolution de la teneur en polyphénols totaux
Les polyphénols ont un effet antioxydant; Ils sont capables de bloquer 1'auto-
oxydation des acides gras insaturés et par conséquent l'inhibition du phénoméne

de rancissement oxydatif de 1'huile d'olive [34].

La figure (30) montre que la teneur en phénols a diminué pendant la
maturation, ce résultat est en accord avec les résultats obtenus par Vazquez et al.
[35], cette diminution était de 43 %, semblable a la perte de stabilité. Ces résultats
démontrent qu'un faible indice de maturité est approprié pour la stabilité a
'oxydation (haute stabilité) de I'huile et donc pour sa durée de conservation plus

longue. Cette dimunition peut étre expilquer par la dégradation des principaux
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composés phénoliques, en particulier de I'oleuropéine et I'hydroxytyrosol, qui se
produit pendant la maturation des fruits. La diminution de la teneur en
oleuropéine est liée a la formation d'oligomeres phénoliques et celle de la teneur
en hydroxytyrosol résulte de différents métabolismes phénoliques en fonction de

la culture, du climat et des conditions agricoles [36].
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Figure 30 : Evolution de la teneur en phénols (ppm) dans I'huile d'olive extraite de la

variété d'olive Picholine Marocaine a différents stades de maturité

1.10. Evolution de la teneur en a—tocopherol
L’a—tocopherol (vitamine E) est le principal tocophérol dans I'huile d'olive
vierge. La figure (31) montre qu’il y a eu une diminution de 43 % de la teneur en
o—tocopherol au cours de la maturation, coincidant avec les résultats obtenus par

Agramont et al. [37], pour les variétés italiennes.
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Figure 31: Evolution de la teneur en a—tocopherol (ppm) dans I'huile d'olive extraite de la

variété d'olive Picholine marocaine a différents stades de maturité

1.11. Evolution de la composition en acides gras
Les changements de composition en acides gras de 1'huile d'olive dépendent
principalement des variétés, mais aussi du climat, de la I’altitude et du degré de
maturation. Le tableau (8) regroupe les proportions en pourcentages des acides
palmitique (16:0), palmitoléique (16:1), stéarique (18:0), oléique (18:1),
linoléique (18:2) et linolénique (18:3) au cours de la maturité des olives. Ces

résultats sont illustrés sur la figure (32).
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Tableau 8 : Composition des acides gras (en pourcentage) de I'huile d'olive vierge de la
variété Picholine marocaine aux différentes étapes de la maturité de I'olive

Acides C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3
(%) | Palmitique | palmitoléique | stéarique | oléique | linoléique | linolénique
IM
0,64 12,97 0,94 3,22 79,83 2,33 1,13
1,15 12,65 0,91 3,21 79,74 2,54 1,01
1,87 12,10 0,92 3,18 79,69 2,73 0,96
2,55 11,95 0,91 3,14 79,62 2,89 0,93
3,4 11,86 0,90 3,13 79,57 3,06 0,90
4,22 11,77 0,88 3,11 79,42 3,17 0,89
4,95 11,03 0,83 3,09 79,32 3,63 0,66
5,7 10,45 0,82 3,02 79,24 4,34 0,66
6,35 10,12 0,81 2,99 79,22 4,78 0,72
Evolution de la composition acidique en fonction de 1'IM

=-C16:0

=d=C16:1

=>=(18:0

==(C18:1

€18:2

- C18:3

= e i i r et
064 115 187 255 34 422 495 57 635 (IM)

Figure 32: Evolution de la composition acidique de I'huile d'olive extraite de la variété

d'olive Picholine marocaine a différents stades de maturité

On constate qu'a I'exception des acides : palmitique (16:0), linoléique (18:2) et
linolénique (18:3), la teneur en acides gras n'a presque pas varié pendant la
maturation. La teneur en acide palmitique a diminué au cours de la maturation,
éventuellement a la suite d'un effet de dilution. Sa quantité absolue est constante,
mais le taux d'acide oléique augmente par la biosynthese active des triglycérides.
Ainsi, le pourcentage d'acide palmitique, ainsi que celui d'acide linolénique ont

baissé. L'augmentation de la teneur en acide linoléique est due au fait que, outre
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la biosynthése continue des triglycérides, avec la formation d'acide oléique,
I'enzyme oléate désaturase est active, transformant l'acide oléique en linoléique.

Le résultat net est que le premier reste constant alors que le linoléique augmente.

Ce travail montre également que le rapport entre les acides gras
monoinsaturés et polyinsaturés tend a diminuer lors de la maturation des olives.

Ces résultats coincident avec ceux obtenus par Uceda et al. [38].

1.12. Etude de la gélifiation

La figeabilité de I'huile d'olive a basses températures est liée a la proportion
des acides gras saturés, essentiellement celle de 'acide palmitique. L'étude de la
rhéologie des huiles obtenues a partir des échantillons de la variété étudiée, prise
a différents stades de maturité, a été réalisée a des températures allant de
18 a 0 °C. On a constaté qu'au début de la maturité des olives, la figeabilité
commence a partir de 12 °C. L'huile se solidifie pratiquement a 100% entre 8 et 5
°C. Cependant, les huiles obtenues a partir d'olives récoltées tardivement ne
commencent a se figer qu'a 8 °C et la solidification complete n'est atteinte

qu’entre 3 et 0 °C. Ces résultats confirment la diminution de I'acide palmitique.

2. Bilan des analyses analytiques

La qualité de I'huile d'olive vierge dépend de divers facteurs, dont la variété et
le degré de maturité des fruits. Le premier facteur détermine génétiquement la
composition de l'olive et de son huile, il marque également -dans une certaine
mesure- sa stabilité. Cependant, la qualité de 'huile d’olive change au fur et a
mesure que l'olive mirit, il est donc évident que le degré de maturité est un

facteur important.

Le suivi de 1'évolution des caractéristiques des échantillons d’huile de la variété
étudiée (PM), nous permet de conclure que la maturité des olives est un facteur
déterminant de la qualité de I'huile. La teneur en composés mineurs (polyphénols,
chlorophylles et caroténes) diminue pendant la maturation, ce qui porte préjudice
a la qualité de I'huile. Ces résultats confirment ceux obtenus par Ben Salah et al.

[27] et Grati-Kammoun et al. [7], [8].

Quant-aux taux des acides palmitique, oléique et linoléique, nos résultats sont

en parfaite concordance avec ceux trouvés par d’autres chercheurs [39], [40].
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L’élévation du taux de l'acide linoléique constaté au cours de la maturation risque
de déclasser T'huile, surtout lorsque celui-ci dépasse les seuils de la norme

internationale de commercialisation de I'huile d’olive (COI, 1997), [41].
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IV. Conclusion

L’optimisation de la qualité de I'huile passe nécessairement par une
détermination judicieuse de la période de cueillette que les facteurs mis en jeu
rendent difficile. Le but de cette étude était donc d'étudier I'impact du processus
de maturation des olives sur la qualité de I'huile, afin d'établir un temps de récolte
optimal pour les olives de Picholine Marocaine, principale variété d'olive cultivée
au Maroc. Pour atteindre cet objectif, nous avons suivi 1'évolution des
caractéristiques physico-chimiques et organoleptiques de l'huile pendant la
maturation des fruits. Pour ce faire, neuf échantillons (E1-E9) ont été produits a
partir d'olives a des stades croissants de maturité puis analysés. Les indices de
qualité (acidité libre, indice de peroxyde, indice de réfraction, densité et
extinction spécifique dans les UV) et la composition en composés majeurs (acides
gras) et composés mineurs (pigments, tocophérols, composés phénoliques) ainsi
que la stabilité a I'oxydation, la teneur en matiére grasse et une étude rhéologique

ont été effectués et évalués.

Les résultats obtenus montrent que le stade de maturité des olives influe sur la
composition chimique de I'huile. En effet, de nombreux parameétres analytiques, a
savoir, la valeur du peroxyde, I'absorbance UV a 232 et 270 nm, les pigments de
chlorophylle, les caroténoides et les teneurs en acide oléique ont diminué pendant
la maturation, tandis que les teneurs: en huile et en acide linolénique ont
augmenté. L'acidité libre augmente au fur et a mesure que la maturation des
olives progresse. La tendance de la stabilité a 1'oxydation et des phénols totaux a
montré une augmentation au début, suivie d'une réduction a des stades de

maturité plus avancés.

Sur la base de 1'évolution des parametres analytiques étudiés, la période de
cueillette optimale des fruits d'olive de Picholine Marocaine pour en extraire une
huile de bonne qualité, semble étre a un indice de maturité supérieur a 2,55 et
inférieur a 4,95, ce qui correspond a une période de récolte entre le premier

décembre et la mi-janvier.
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Chapitre 3 : Classification et controle de qualité d’huiles
d’olive extraites de la variété Picholine Marocaine a la
commune de Tagzirt, province de Béni Mellal, par
utilisation de la spectroscopie FT-IR couplée aux
méthodes chimiometriques

I. Introduction

L’huile d’olive connait actuellement un véritable engouement au Maroc et
dans le monde. Ce n’est donc pas un hasard si la consommation d’huile d’olive ne
cesse d’augmenter, ses qualités gustatives ainsi que ses vertus médicales et

nutritionnelles étant vantées et diffusées au grand public [1, 2, 3].

Le Conseil oléicole international (COI) [4] définit quatre catégories de qualité
pour l'huile d’olive: extra vierge, vierge, vierge courante et lampante. Cette
qualité est influencée par plusieurs facteurs tels que la variété, le mode de

récolte, le processus d'extraction et de stockage [5, 6].

Afin de controdler la qualité de I'huile d’olive, plusieurs techniques d'analyse
ont été mises au point pour la classification, la détection et la quantification de la
falsification et l'authentification, telles que la spectrométrie de masse [7], la
résonance magnétique nucléaire (RMN) [8], la spectroscopie infrarouge [9], la
spectroscopie raman [10], la fluorescence [11], la chromatographie en phase
gazeuse [12], la chromatographie liquide a haute performance [13] et I'analyse
calorimétrique différentielle [14]. Généralement, ces méthodes sont longues,
coliteuses, destructrices de I'échantillon, et exigent une grande connaissance

technique pour interpréter les données.

Au cours des derniéres années, la spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier (FTIR) a été utilisée pour I'étude des huiles et des graisses. La FT-IR est
un outil analytique rapide et non destructif et dans la plupart des cas, elle
nécessite peu ou pas de préparation d'échantillon. Elle est également un
excellent outil pour l'analyse quantitative, étant donné que les intensités des
bandes spectrales sont proportionnelles a la concentration. Plusieurs

applications ont été réalisées sur 'huile d’olive en utilisant cette approche
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analytique couplée avec des méthodes chimiométriques: pour détecter
I'adultération [15, 16, 17, 18], pour évaluer la fraicheur et 'oxydation [19, 20, 21,

22] et aussi pour étudier les contraintes thermiques [23].

Le travail présenté dans ce dernier chapitre consiste en la contribution au
controle de la qualité de 1'huile d'olive a savoir pouvoir discriminer entre les
différentes catégories de qualité d’huiles d’olives étudiées, et ce, par le biais
d’'une étude chimiométrique en couplant des outils chimiométriques, en
occurrence l'analyse en composantes principales (ACP) et la régression au sens
des moindres carrés partiels discriminants (PLS-DA) a la spectroscopie moyen

infrarouge a transformée de Fourier (FT-MIR).
II. Matériels et méthodes

1. Préparation des échantillons

Apres une étude sur la qualité de I'huile d'olive vierge produite a la commune
de Tagzirt (1¢r chapitre de la partie expérimentale de ce manuscrit), un ensemble
de 44 échantillons d’huile d’olive (extraite de la variété Picholine Marocaine) est
collecté au cours de la campagne 2015/2016, dans la méme commune. Ce travail
présente les résultats de deux types d'analyse: 1'analyse physico-chimique des
VOOs et la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) couplée a
un traitement de données avec des méthodes chimiométriques, telle que la PCA

et la PLS-DA.

2. Méthodes Analytiques

2.1. Analyses physico-chimiques
Dans cette étude, neuf analyses physico-chimiques ont été obtenues pour
chaque échantillon, (Acidité libre, indice de peroxyde, indice de réfraction,
densité, coefficients d'extinction spécifiques K3z, K270 et AK, teneur en
chlorophylle, teneur en composés phénoliques, teneur en o-tocophérol et
composition en acides gras), ces analyses ont permis de classer ces huiles d'olive
selon les normes du Conseil oléicole international (COI) et d'évaluer ainsi leurs

propriétés nutritionnelles et organoleptiques. Les protocoles opératoires de ces
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analyses sont décrits en détails au premier chapitre de cette partie

expérimentale de ce manuscrit.

2.2. Instrumentation et analyse en moyen infrarouge (MIR)

Un spectrophotometre Bruker « Tensor 27 » instrument équipé d'un modele
« ATR » a réflexion unique « Golden Gate » chauffé, d’'un détecteur TGS, d’'une
Source Globar (IR) et d'un séparateur KBr Germanium, a été utilisé pour
enregistrer les spectres MIR d’huile d’olive vierge. Les échantillons ont été
scannés 98 fois dans la zone spectrale de 4000 cm a 600 cm™! a une résolution
de 4 cm-l. La référence a été mesurée avant chaque analyse d’échantillon. Les
échantillons d’huile sont déposés sur la surface centrale du diamant a ’'aide d’'un

compte-gouttes. Les mesures sont effectuées a température ambiante (25°C).

Une a deux gouttes d’huile d’olive est (sont) déposée(s) sur la surface centrale
du diamant a l'aide d’'un compte-gouttes. Les mesures sont effectuées a
température ambiante. Le nettoyage de la cellule apres chaque mesure est
effectué avec de I'éthanol. Chaque spectre est le résultat d’absorption due a la
composition de I’échantillon. Le spectre de I’échantillon étudié est obtenu par
soustraction du « spectre du bruit de fond » appelé Background. Par conséquent,
un spectre de référence «Background » est réalisé avant chaque mesure de
spectre d’échantillon de fagon a tenir compte des petites variations

atmosphériques qui pourraient survenir au cours de 'analyse.

Le Tensor 27 est piloté par un logiciel d’acquisition et de traitement de

données "Win First Software version 1.1".

2.3. Méthodes chimiométriques appliquées
Toutes les méthodes d’exploitation statistiques sont détaillées dans le second
chapitre de la partie bibliographie. C’est pourquoi, dans le présent chapitre, les
principes de ces techniques ne seront cités que brievement a chaque fois qu’elles

seront utilisées.

2.3.1. Analyse en composantes principales
L’ACP est une méthode multidimensionnelle d'analyse des données qui

consiste a transformer des données originales corrélées entre elles en nouvelles
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variables réduites décorrélées les unes des autres, nommées "composantes

principales”.

Il s'agit d'une approche a la fois statistique, parce qu’elle permet la recherche
de composantes indépendantes afin d’expliquer au mieux la variabilité des
données et permet la représentation des données dans un espace géométrique,

en fonction des directions d'inertie maximale [24].

Aucune hypothese n'est faite concernant des corrélations entre les individus
et entre les variables. L’ACP fait une hypothese simple, mais raisonnable, a
savoir, l'information pertinente correspond a la variabilité associée avec les
directions de plus grandes dispersions des échantillons. Les composantes
principales doivent toutes étre orthogonales, pour éviter la redondance

d’information.

L’ACP consiste a la décomposition de la matrice des données originales pour
obtenir des scores qui sont des matrices des coordonnées factorielles et loadings
qui sont des contributions factorielles [25]. La visualisation des scores et des
loadings constitue la base d'interprétation des résultats obtenus par analyse en

composantes principales.

2.3.2. Analyse discriminante PLS-DA

La méthode de régression des moindres carrés partiels est trés répondue [26,
27]. La méthode PLS-DA a été appliquée dans le mode standard: Y-matrice a été
construite a partir des variables de regroupement composées des zéros et des
uns. La matrice consistait autant de colonnes qu'il y a de classes et une
observation a la valeur un pour la classe qu’elle appartient et zéro pour le reste.
Les valeurs négatives prédites ont été attribuées a zéro, les plus grandes valeurs

positives ont été affectées a la classe donnée.

a. Régression des moindres carrés partiels (PLS)

La PLS [20] tente de maximiser la covariance entre deux blocs de données X et
Y. Une nouvelle matrice de poids (reflétant la structure de covariance entre les

variables explicatives X et les variables de réponse Y) est calculée. Cette matrice
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fournit des interprétations des facteurs et des informations pour chaque variable

latente indépendamment.

Dans cette étude, les spectres MIR recueillis seront utilisés comme matrice X,
et la concentration des polyphénols des différents échantillons, déterminée par

la méthode de Folin-Ciocalteu, sera utilisée comme vecteur de Y.

b. Parameétres statistiques

L’évaluation de la qualité des modeles obtenus a été discutée en comparant
différents parametres obtenus comme la limite de détection (LOD), le coefficient
de détermination, I'erreur quadratique moyenne de calibration ou de prédiction
(RMSEC et RMSEP), le biais et I'erreur relative de prédiction en pourcentage
(ER%).

Dans ce chapitre, le calcul de I'écart de prédiction résiduelle RPD (Residual

Prediction Deviation) est également proposé.

Ici, les criteres de classification des valeurs de I'écart de prédiction résiduelle
RPD [21] sont adoptés comme suit: une valeur de RPD inférieure a 1,5 indique
que l'étalonnage est non utilisable. Une valeur RPD entre 1,5 et 2,0 indique la
possibilité de différencier entre les grandes et les petites valeurs. Une valeur de
RPD entre 2,0 et 2,5 rend possible les prédictions quantitatives approximatives.
Pour une valeur RPD entre 2,5 et 3,0 et au-dela de 3,0, la prédiction est classée,
respectivement, comme bonne et excellente. Généralement, un bon modele doit
avoir des valeurs élevées de R2 et RPD, et de faibles valeurs de RMSEC, RMSECV,
RMSEP, biais, LOD et ER (%).

c. Logiciel

Tous les spectres acquis ont été élaborés par le logiciel Unscrambler (version

10.1, CAMO, Norvege) pour l'application de I’ACP et la PLS.
III. Résultats et discussion

1. Evaluation des analyses des huiles
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1.1. Indice d’acidité
Les valeurs de l'indice d’acidité des échantillons étudiés sont comprises entre

0,42 et 3,12 % avec une moyenne 1,53 et un écart-type de 0,72.

3.5
3
2.5 EEE

Indice d'acidité %

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43
Echantillons

Figure 33 : Indice d’acidité pour les différents échantillons

On remarque que l'acidité des échantillons marqués en jaune (fig. 33) est
élevée mais elle reste inférieure a 3,3 %, limite établie par le COI (2013) pour les
huiles consomables. Cela peut étre dii a la récolte tardive des olives et leur
stockage pendant une longue durée avant extraction, la dégradation sera
d’autant plus accentuée que le stockage est long (plus de 48 heures) et effectué
dans de mauvaises conditions. Ceci provoque des échauffements des olives et

déclenchement du processus de fermentation en augmentant le taux d’acidité.

D’apreés la norme du Conseil Oléicole International nos échantillons sont

classés en trois catégories selon la qualité (fig. 33) :

» Groupe des échantillons extra vierge dont l'acidité est inférieure a 0,8 %
(couleur verte)

» Groupe des échantillons vierge dont I'acidité est inférieure a 2 % (couleur
bleue)

» Groupe des échantillons vierges courants dont I'acidité est inférieure a 3,3

% (couleur orange)

1.2. Indice de peroxyde
L’'indice de peroxyde varie de 5,48 pour I’échantillon 39 (qui présente la

valeur la plus faible) a 17,9 meq.02/Kg pour I'échantillon 5 (qui présente la

135 I These de Doctorat National Mohamed MAAOUNI



valeur maximale), la valeur moyenne et |'écart-type sont respectivement de

I'ordre de 11,04 et 2,9 meq.02/Kg.

N
o

U=y
]

921
|

Indice de peroxyde
meq.02/Kg
[N
(e}

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43
Echantillons

Figure 34 : Indice de peroxyde pour les différents échantillons

L’oxydation de I'huile d’olive commence aprés que les olives soient cueillies de
I'arbre, et continue pendant le stockage des fruits et leur traitement. Les
premiers produits formés par l'attaque de l'oxygeéne, activée sur les doubles
liaisons des chaines d’acides gras, sont des composés peroxydés instables, et des
hydroperoxydes dont la structure va dépendre de la nature des acides gras

attaqués (acides mono-, di-, tri- ou polyinsaturés).

La détermination de l'indice de peroxyde et la méthode la plus appropriée

pour la mesure de ces composés peroxydés.

L’analyse des résultats de la figure (34) montre que tous les échantillons sans
exception ont un indice de peroxyde inférieur a 20 meq.02/Kg, cela peut étre di

ala fraicheur des olives et de I'huile et au bon stockage et traitement des fruits.

Selon la norme commerciale applicable aux huiles d’olives on peut dire que la

majorité des échantillons étudiés est propre a la consommation.

1.3. Coefficients d’extinction K232, K270 et AK
Les réactions d’isomérisation aboutissent a la formation de diénes et de
triénes conjugués qui absorbent la lumiere dans le domaine UV entre 225 nm et
280 nm. En effet, les dienes conjugués et les produits primaires d’oxydation des
acides gras, tels que l'hyroperoxyde linoléique qui absorbe la lumiere au
voisinage de 232 nm. Les trienes conjugués (dans le cas de la présence d’acides

gras a trois doubles liaisons) et les produits secondaires d’oxydation, absorbent
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la lumiere vers 270 nm. La détermination des absorbances au voisinage de 232
et 270 nm permet de détecter et d’évaluer les quantités des produits
d’oxydation : plus l'extinction a 232 est forte, plus 'huile est peroxydée. De
méme plus l'extinction a 270 nm est forte, plus elle est riche en produits
d’oxydation secondaires et traduit une faible aptitude a la conservation. La figure
(35) donne les valeurs des coefficients d’extinction molaire a 232 et 270 nm

(K232 et Kz270), ainsi que AK de tous les échantillons étudiés.
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Figure 35 : Coefficients K232, K270 et AK pour les différents échantillons

Nous remarquons d’apres la figure (35) que les valeurs de K23, varient de 1,53

a 2,71 avec une moyenne de 1,98 et un écart-type de 0,27.

Les valeurs de K270 varient de 0,15 a 0,29 avec une moyenne de 0,2 et un

écart-type de 0,03.

Les valeurs de AK varient de -0,006 a 0,003 avec une moyenne de -0,0019 et
un écart type de 0,0016.

On remarque que les valeurs des extinctions spécifiques ultraviolet K3, et
K270 obtenues pour les échantillons étudiés sont tres variables et ne rentrent pas
toutes dans les limites fixées par le Conseil Oléicole International pour les huiles
d'olive vierges (COI, 2011), respectivement inférieures ou égales a 2,60 et 0,25.
Cette variation peut avoir plusieurs origines telles que le degré de maturité des
olives, le temps d’exposition des olives et des huiles extraites a l'air et/ou a la
lumiere, ainsi que des éventuellles différenciations de la température de
réchauffement de la pate au cours du broyage. Il est a noter que les extinctions

spécifiques a 232 nm et a 270 nm de I'huile d’olive refletent son état d'oxydation.

137 I These de Doctorat National Mohamed MAAOUNI



Plus l'extinction a 232 nm est forte, plus I'huile est peroxydée. De méme, plus
'extinction a 270 nm est élevée, plus I'huile est riche en produits d'oxydation
secondaire, ce qui reflete sa faible conservation pendant le stockage. Quant a la
variation de l'extinction spécifique, elle varie d'un échantillon a l'autre mais sa

valeur est comparable a celle établie par le COI (AK < 0.01), (COI, 2011).

1.4. Polyphénols totaux
Les résultats obtenus montrent que les huiles d’olive vierge qui ont fait I'objet
d’étude ont une teneur en polyphénols totaux qui varie de 262 a 542 mg/kg (fig.
36). Ces échantillons présentent une moyenne de 386,66 mg/kg.
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Figure 36 : Teneur en polyphénols totaux de tous des échantillons

Les graisses et les huiles alimentaires ont tendance a subir une détérioration
oxydative entrainant le développement d’un gout et d’'une odeur désagréable. La
prévention de cette oxydation dépend de la présence d’inhibiteurs naturels

essentiellement les composés phénoliques.

D’apres la figure (36) on remarque que la plupart des échantillons ont des
teneurs importantes en composés phénoliques par rapport aux résultats d'autres
huiles d'olive monovariétales provenant de différentes zones oléicoles

traditionnelles dans le monde, inférieurs a 350 ppm [1].

1.5. Bilan des analyses analytiques
Nous avons étudié les caractéristiques de 44 échantillons d’huile d’olive de la
variété Picholine Marocaine. Les résultats obtenus nous permettent de conclure

que les huiles étudiées ont une valeur d’indice d’acidité, qui est en moyenne de
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1,53 %, une valeur d’indice de peroxyde qui est en moyenne de11,04 meq.02/Kg,
une teneur en polyphénols totaux qui est en moyenne de 386,66 mg/kg, un
indice K232 qui est en moyenne de 1,98, un indice Kz7o et AK qui sont

respectivement en moyenne de 0,2 et -0,0019.

En se basant sur ces résultats, et d’aprés la norme du conseil oléicole
international COI (2013), tous les échantillons sont classés en trois catégories
selon leur qualité qui sont: vierge extra, vierge, vierge courante et vierge

lampante (Tableau 9).

Tableau 9 : Catégories de qualité des déférents échantillons

Echantillons Catégorie

01,02, 03, 04, 05 Vierge Extra

06,07,08,09,10,11,12,13, 14, 15,16, 17, 18,

19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, Vierge
32,33, 34
34,35,36,37, 38,39, 40,41, 42, 43, 44 Vierge Courante

2. Evaluation chimiométrique

2.1. Acquisition des Spectres Moyen Infrarouge

D’une maniére générale, les spectres IR contiennent des informations qui
présentent un intérét analytique. Cependant, I'extraction de ces informations
reste problématique due a la superposition des informations spectrales et
nécessite presque toujours un traitement mathématique assez complexe. De
plus, I'information peut ne pas étre localisée a un endroit donné du spectre mais
distribuée sur plusieurs fenétres spectrales. Pour cette raison, il est nécessaire
de traiter les spectres par des méthodes d’analyse statistique multivariée,

appelées aussi méthodes chimiométriques.

En fait, les données spectrales brutes, telles qu'elles sont acquises par un
spectrometre, doivent souvent étre soumises a un processus de présélection afin

d’éliminer les mauvais spectres (test de qualité spectrale). Ensuite, ils doivent
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subir une étape de prétraitement qui inclut une correction des phénomenes

physiques qui contribuent a I'information spectrale.

La figure (37) illustre les spectres FTIR moyens des huiles étudiées. Les
régions spectrales peuvent étre divisées de la maniere suivante : Dans la région
spectrale 3000-2800 cm-1, trois bandes sont observables, dont deux sont plus au
moins intenses a 2920 cmlet 2852 cml. Cette partie est caractéristique des
vibrations d'élongation symétrique et asymétrique du groupement CH, et CHs.
Cependant, les vibrations de déformation de ces deux groupes sont observées a
1463 et 1377 cm'L Les vibrations d'élongation du groupement C=0 des lipides
est visible vers 1743 cm-1. Les bandes caractéristiques du sucre sont observables

dans la zone spectrale 1200-900 cm-1[28].
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Figure 37 : Spectres moyens infrarouge des échantillons d’huile d’olive vierge dans la

gamme spectrale 4000-600 cm-!

Nous remarquons, ainsi, que la différence entre les spectres est clairement
petite et dans des régions limitées du spectre. Donc, I'utilisation des pics uniques
ou des plages de longueur d'onde étroites pour obtenir des informations utiles
pour distinguer les huiles semblait tres difficile. Pour cette raison, les spectres
doivent subir une étape de prétraitement qui inclut une correction des
phénomenes physiques qui contribuent a I'information spectrale, apres sélection

des zones spectrales importantes si nécessaire.
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Toute la gamme spectrale 4000-600 cm! a été utilisée comme un point de
départ pour l'enquéte. Selon la littérature [29], la zone comprise entre 2400 et
2300 cm™ est a éliminer avant l'élaboration chimiométrique car le rapport
signal/bruit de cette région était assez faible et la variation de signal est
indépendante de la composition de 1'échantillon. La région entre 4000 et 3100
cm-1 est également supprimée en raison de la bande de soustraction d'eau qui a

beaucoup de bruit instrumental et apporte des informations inutiles.

2.2. Analyse exploratoire des données

2.2.1. Application de I’'ACP sur les caractéristiques physico-
chimiques
Aprés analyse des 44 échantillons d’huile d’olive, les résultats
(caractéristiques) obtenus sont regroupés dans une matrice mathématique, cette
derniere est traitée par I'analyse en composantes principales a 'aide du logiciel

« The Unscrambler». Nous avons obtenu le graphique suivant :

Scores

PC-2

Figure 38: Plot des scores en 3D (PC1 vs PC2 - PC3) d’analyses ACP des caractéristiques

physicochimiques des huiles

Le graphe des scores montre la répartition des échantillons selon les

composantes PC1, PC2 et PC3, avec un taux d'information allant jusqu'a 97 %.

Les échantillons sont répartis en 3 groupes selon la qualité :
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* Groupe de qualité vierge extra ;
* Groupe de qualité vierge ;
* Groupe de qualité vierge courante ;

Pour montrer la relation entre nos échantillons et les parametres

caractéristiques des huiles nous avons eu recours au résultat du Biplot suivant :
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Figure 39 : Graphique de biplot

Le Biplot représente la projection de loading (parametres) sur le graphe des
scores (échantillons). Nous observons que les échantillons vierges extra et
vierges ont des teneurs élevées en polyphénols contrairement a la troixieme
zone (vierge ordinaire) qui a un taux de polyphénols faible et des valeurs élevées
des coefficients d’extinction molaire, d’acidité et d’'indice de peroxyde. On
remarque aussi que les facteurs les plus influents sont la teneur en polyphénols,

'acidité et I'indice de peroxyde.

2.2.2. Application de I'ACP sur les spectres Infrarouge
Apres analyse par spectroscopie infrarouge des 44 échantillons d’huile d’olive,
les résultats (spectres) obtenus sont regroupés dans une matrice mathématique,
cette derniere est traitée par I'analyse des composantes principales a 1'aide du

logiciel « The Unscrambler», nous avons obtenu les résultats suivants (fig. 40):
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Scores

Figure 40 : Plot des scores en trois dimensions

Comme il est clairement visible dans la figure 40, le modele ACP avec trois
composantes principales explique déja 97% de la variance totale des données
brutes. On distingue trois grands groupes d'échantillons en accord avec les trois
classes de qualité d'huile dans le tableau (9) (page 139): groupe vierge extra

(EV), groupe vierge (V) et groupe vierge ordinaire (VO).

Pour pouvoir déterminer le nombre de composantes principales, qui donne le
maximum d’information, nous avons établi une courbe de la variance résiduelle

(fig. 41).
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Figure 41 : Courbe de variance résiduelle du modeéle ACP
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La courbe de la variance résiduelle montre que le maximum de l'information
est donné a la composante principale PC2 puisque l'erreur sur la prédiction

devient minimale et constante.

Un tel résultat est important a exploiter en chimiométrie puisqu’on peut se
contenter de la PC2, sans passer aux composantes suivantes, pour avoir des
résultats de discrimination fiables. C'est-a-dire qu’on peut prédire des résultats
d’analyses au stade de la PC2 avec une erreur acceptable, en général inférieure a

2 %.

Ainsi, a 'aide d’un appareil d’analyse de routine tel que le spectrophotometre
infrarouge couplée a la chimiométrie on peut prédire 'identité d’échantillons en

économisant en analyses et surtout en temps.
2.3. Régression des moindres carrés partiels Discriminants (PLS-DA)

2.3.1. Elaboration du modéle PLS-DA
Apres exploration des données par application de I’ACP, on procede a une
discrimination des groupes, ainsi que la prédiction de la qualité des huiles
d’olives par application de la régression des moindres carrés partiels

discriminants (PLS-DA).

Aujourd'hui, la méthode PLS-DA est la plus citée dans la littérature pour la

caractérisation des aliments, ainsi que I’étude de leur qualité [30, 31].

Le modele PLS2-DA a été construit en considérant les spectres FTIR comme
variables X, alors que les variables Y ont été associées avec les trois classes de
qualités différentes (une variable Y différente pour chaque classe de qualité, avec
1 ou 0 selon 'appartenance ou non au groupe de données prises en compte). La
figure (42) présente le plot des scores du facteur 1 en fonction des facteurs 2 et 3

du modele PLS-DA des échantillons d’huile.
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Scores

Figure 42 : PLS-DA plot des scores (en 3D) des échantillons d’huile d’olive de différentes

catégories

Le modele obtenu était capable de discriminer entre les trois classes de

qualité (EV, V, VO), comme il peut étre vu dans le graphique des scores ci-dessus.

Ce modele a fourni une erreur de calibration (RMSEC) et une erreur de
validation croisée (RMSECv) les plus faibles et des coefficients de détermination
qui sont proches del : R%¢ est le coefficient de détermination liée a la calibration
et R%y est le coefficient de détermination lié au modele prédit par validation

croisée. Les résultats sont résumés dans le tableau (10).

Tableau 10 : Parametres statistiques obtenus par application du PLS-DA

Parametres statistiques
Classes
Rzc RZcv RMEC RMECv
EV 0,995 0,780 0,023 0,167
\' 0,999 0,991 0,013 0,080
VO 0,999 0,975 0,013 0,087

D’apres le tableau ci-dessus, les valeurs de R2c des trois groupes sont
supérieures a 0,99 et celles de RMSEC sont inférieures a 0,023. Ainsi que le R2¢y

varie de 0,780 a 0,991 et RMSECv varie de 0,080 a 0,167.
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Une valeur faible de R2¢ypour I'ensemble d'apprentissage peut servir comme
un indicateur d'une faible capacité prédictive d’'un modele, mais la haute valeur
de R%yn'implique pas automatiquement une grande capacité de prédiction du
modele. Un facteur de détermination RZ élevé est une condition nécessaire pour
qu'un modele ait un haut pouvoir prédictif, mais ce n'est pas suffisant [32, 33].
La seule fagon d'estimer la véritable puissance prédictive d'un modele est de le
tester sur une collection des échantillons d'un ensemble de tests externes

(validation externe) [34].

2.3.2. Validation externe : Classification des nouveaux échantillons
La validation externe est une fagon sure de vérifier la robustesse du modele
préétabli. Cette démarche consiste a tester le modele de calibration avec une

collection des échantillons a partir d'un ensemble de tests externes.

- Validation externe : Prédictions d’appartenance de nouveaux échantillons

Les résultats de calibration et de projection sont insuffisants pour juger la
qualité de prédiction du modele préétabli. La validation externe est la technique
la plus robuste pour s’assurer du pouvoir prédictif des modeéles. Les résultats
d’application de la validation externe sur les données MIR, de 13 nouveaux

échantillons d’huile d’olive sont donnés dans les tableaux (11) et (12).

Tableau 11 : Parametres statistiques obtenus par validation externe du modeéle PLS-DA

Classes
Parametres
EV Vv VO
RZp 0,70 0,97 0,98
RMSEP 0,25 0,15 0,07

Le pouvoir prédictif du modele préétabli est vérifié par la validation externe.
Les résultats fournis sont satisfaisants: L’erreur de prédiction (RMSEP) est
faible (de 0,07 a 0, 25) et le coefficient de détermination de prédiction (RZ%p) est
proche de 1 (de 0,7 a 0,98).
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Tableau 12 : Classification de nouveaux échantillons d’huile (validation externe)

Classe 1: EV Classe 2: V Classe 3: VO

Echantillons | Predi. Ref. Predi. Ref. Predi. Ref.
01 (EV) 0,927 | 1,000 0,002 0,000 0,076 0,000
06 (V) 0,027 0,000 0,954 1,000 -0,025 0,000
07 (V) 0,415 0,000 0,736 1,000 -0,123 0,000
08 (V) 0,474 0,000 0,694 1,000 -0,137 0,000
09 (V) 0,438 0,000 0,749 1,000 -0,165 0,000
10 (V) 0,071 0,000 0,945 1,000 -0,010 0,000
11 (V) 0,123 0,000 0,924 1,000 -0,040 0,000
12 (V) 0,082 0,000 0,938 1,000 -0,012 0,000
13 (V) 0,063 0,000 0,959 1,000 -0,017 0,000
14 (V) 0,438 0,000 0,745 1,000 0,165 0,000
35 (Vo) -0,045 | 0,000 0,028 0,000 1,016 1,000
36 (VO) -0,127 | 0,000 0,064 0,000 1,061 1,000
37 (Vo) -0,121 | 0,000 0,064 0,000 1,055 -1,000

Dans cette étape, un échantillon est considéré appartenant a une classe

lorsque la variable Y fixée pour chaque classe est comprise entre 0,5 et 1,5.

Le tableau (12) montre que I’échantillon de validation (01) était des extras
vierges, les échantillons (06, 07, 08, 09, 10, 11, 12, 13 et 14) étaient vierges et les
échantillons de validation (35, 36 et 37) étaient vierges ordinaires. Cela signifie
qu'une classification correcte de 100 % a été atteinte, c.a.d. que tous les spectres
de I'huile d'olive de I'ensemble de validation ont été correctement adaptés aux
trois classes correspondantes. Les valeurs prédites par le modele PLS2-DA ont
toujours été tres proches de 1. Ces résultats confirment que la capacité
prédictive du modéle PLS2-DA développé était trés bonne. Par conséquent, on
conclut que la spectroscopie FTIR associée a l'application de la PLS2-DA peut
étre utilisée comme une nouvelle méthode pour discriminer la qualité des huiles

d'olive vierges.
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IV. Conclusion

Dans ce chapitre, la technique de spectroscopie FT-MIR a été appliquée pour
la prédiction de la qualité des échantillons d'huile d'olive. Les résultats obtenus
sont similaires a ceux obtenus par la détermination physico-chimique classique.
Par conséquent, la spectroscopie FT-IR couplée a des méthodes chimiométriques
telles que la PLS-DA est un outil de classification alternative fiable, pas cher,
rapide, ne nécessitant pas l'utilisation d'analyses chimiques traditionnelles et

capable de prédire la qualité des échantillons d'huile d'olive vierge.

148 I These de Doctorat National Mohamed MAAOUNI



Références

Harwood, J. et Aparicio, R. (2000). Handbook of Olive Oil: Analysis and Properties.
Gaithersburg, Maryland, Aspen Publishers, 355-372.

Tanouti, K., Serghini-Caid, H., Marianne, S., Jean-Paul, W., Bouseta, A. etElamrani,
A. (2012). Volatile Compounds, Profiles of Virgin Olive Oils Produced In
theEastern Morocco: Oxidative Stability and Sensory Defects. Journal of Food
Research, 194-206.

Owen, R. W, Giacosa, A.,, Hull, W. E.,, Haubner, R., Wurtele, G., Spiegelhalder, B. et
Bartsch, H. (2000). Olive oil consumption and health: The possible role of
antioxidants. Lancet Oncology, 1, 107-112.

International Olive Oil Council. (2013, May). Trade standard applying to olive oil
and olive pomace oil. RES. COI/T.15/NC no. 3/Revision 7.

Pinatel, C., Petit, C., Ollivier, D. et Artaud ]. (2004). Oléagineux, corps gras, lipids,
11, 217.

Tsimidou, M. Z., Georgiou, A., Koidis, A. et Boskou, D. (2005). Loss of stability of
“veiled” (cloudy) virgin olive oils in storage. J.Food Chemistry, 93(3), 377-383.

Vaclavik, L. Cajka, T., Hrbek, V. et Hajslova, ]. (2009). Ambient mass
spectrometry employing direct analysis in real time (DART) ion source for olive
oil quality and authenticity assessment. Analytica Chimica Acta, 645, 56-63.

Jafari, M., Kadivar, M. et Keramat, J. (2009). Detection of adulteration in Iranian
olive oils using instrumental (GC, NMR, DSC) methods. Journal of the American
Oil Chemists’ Society, 86,103-110.

Gurdeniz, G. et Ozen, B. (2009). Detection of adulteration of extra-virgin olive oil
by chemometric analysis of mid-infrared spectral data. Food Chemistry, 116, 519-
525.

Heise, H. M., Damm, U., Lampen, P., Davies, A. N. et Mcintyre, P. S. (2005).
Spectral variable selection for partial least squares calibration applied to
authentication and quantification of extra virgin olive oils using Fourier
transform Raman spectroscopy. Applied Spectroscopy, 59, 1286-1294.

Poulli, K. I, Mousdis, G. A. et Georgiou, C. A. (2007). Rapid synchronous
fluorescence method for virgin olive oil adulteration assessment. Food Chemistry,
105, 369-375.

Jafari, M., Kadivar, M. et Keramat, ]J. (2009). Detection of adulteration in Iranian
olive oils using instrumental (GC, NMR, DSC) methods. Journal of the American
Oil Chemists’ Society, 86, 103-110.

Flores, G., Ruiz Del Castillo, M. L., Herraiz, M. et Blanch, G. P. (2006). Study of the
adulteration of olive oil with hazelnut oil by on-line coupled high performance
liquid chromatographic and gas chromatographic analysis of filbertone. Food
Chemistry, 97, 742-749.

Chiavaro, E., Vittadini, E., Rodriguez-Estrada, M. T., Cerretani, L., Capelli, L. et
Bendini, A. (2009). Differential scanning calorimetry detection of high oleic
sunflower oil as an adulterant in extra-virgin olive oil. Journal of Food Lipids, 16,
227-244.

De la Mata, P., Dominguez-Vidal, A., Bosque-Sendra, ]. M. Ruiz-Medina, A,
Cuadros-Rodriguez, L. et Ayora-Cafada, M. J. (2012). Olive oil assessment in

149 I These de Doctorat National Mohamed MAAOUNI



[29]

edible oil blends by means of ATR-FTIR and chemometrics. Food Control, 23,
449-455,

Lerma-Garcia, M. J., Simé-Alfonso, E. F., Bendini, A. et Cerretani, L. (2011). Rapid
evaluation of oxidized fatty acid concentration in virgin olive oil using Fourier
transforms infrared spectroscopy and multiple linear regression. Food
Chemistry, 124, 679-684.

Maggio, R. M,, Cerretani, L., Chiavaro, E., Kaufman, T. S. et Bendini, A. (2010). A
novel chemometric strategy for the estimation of extra virgin olive oil
adulteration with edible oils. Food Control, 21, 890-895.

Ozen, B. F. et Mauer, L. J. (2002). Detection of hazelnut oil using FT-IR
spectroscopy. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50, 3898-3901.

Sinelli, N., Cosio, M. S., Gigliotti, C. et Casiraghi, E. (2007). Preliminary study on
application of mid infrared spectroscopy for the evaluation of the virgin olive oil
“freshness”. AnalyticaChimicaActa, 598, 128-134.

Guillén, M. D. et Cabo, N. (2002). Fourier transform infrared spectra data versus
peroxide and anisidine values to determine oxidative stability of edible oils. Food
Chemistry, 77,503-510.

Muik, B., Lendl, B., Molina-Diaz, A., Valcarcel, M. et Ayora-Canada, M. J. (2007).
Two dimensional correlation spectroscopy and multivariate curve resolution for
the study of lipid oxidation in edible oils monitored by FTIR and FT-Raman.
Analytica Chimica Acta, 593, 54-67.

Vlachos, N., Skopelitis, Y., Psaroudaki, M., Konstantinidou, V., Chatzilazarou, A. et
Tegou, E. (2006). Applications of Fourier transform-infrared spectroscopy to
edible oils. Analytica Chimica Acta, 573, 459-465.

Maggio, R. M., Vallj, E., Bendini, A., Gomez-Caravaca, A. M., Gallina-Toschi, T. et
Cerretani, L. (2011). A spectroscopic and chemometric study of virgin olive oils
subjected to thermal stress. Food Chemistry, 127,216-221.

Joliffe, T. (1986). Principal Component Analysis. New York, NY: Springer.

Lebart, L., Morineau, A. et Pirlo, M. (1997). L’analyse en composantes principals.
in: Statistiques exploratoires multidimensionnelles, Ed. Dunod, Bordas, Paris,
32.

Geladi, P. et Kowalski, B. (1986). Partial least-squares regression: a tutorial. Anal.
Chim. Acta, 185, 1-17.

Vandeginste, M., Massart, L., Buydens, C., Jong, |. et Lewi, ]. (1998). Partial least
squares regression. Handbook of Chemometrics and Qualimetrics: Part B.
Elsevier, Amsterdam, The Netherlands, 35, 329-342.

Inon, F. A, Garrigues, J. M., Garrigues, S., Molina, A. et de la Guardia, M. (2003).
Selection of calibration set samples in determination of olive oil acidity by partial
least squares-attenuated total reflectance-Fourier transform infrared
spectroscopy. Analytica Chimica Acta, 489, 59-75.

Terouzi, W., De Luca, M., Bolli, A., Oussama, A., Patumi, M., loele, G. et Ragno, G.
(2011). A discriminant method for classification of Moroccan olive varieties by
using direct FT-IR analysis of the mesocarp section. Vibrational Spectroscopy,
56(2),123-128.

Arvanitoyannis, I. S., Katsota, M. N, Psarra, E. P., Soufleros, E. H. et Kallithrakay, S.
(1999). Application of quality control methods for assessing wine authenticity:

150 I These de Doctorat National Mohamed MAAOUNI



Use of multivariate analysis (chemometrics). Trends in Food Science and
Technology, 10, 321-336.

Ragno, G., De Luca, M. et loele, G. (2007). An application of cluster analysis and
multivariate classification methods to spring water monitoring data.
Microchemical Journal, 87, 119-127.

Paradkar, M., Sivakesava, S. et Irudayaraj. J. (2003). Discrimination and
classification of adulterants in maple syrup with the use of infrared
spectroscopic techniques. Journal of the Science of Food and Agriculture, 83, 714-
721.

Golbraikh, A. et Tropsha, A. (2002). Beware of q2. Journal of Molecular Graphics
and Modelling, 20, 269-276.

Novellino, E., Fattorusso, C. et Greco, G. (1995). Use of comparative molecular
field analysis and cluster analysis in series design. Pharm. Acta. Helv., 70, 149-
154.

151 I These de Doctorat National Mohamed MAAOUNI



CONCLUSION GENERALE

Dans le présent travail (chapitre 1), quinze échantillons d'huiles d’olive
monovariétales (Picholine Marocaine), produites dans la commune rurale de
Tagzirt, province de Béni Mellal au Maroc, ont été physiquement et
chimiquement analysées. Neuf analyses physico-chimiques ont été offectuées
pour chaque échantillon ; (acidité libre, indice de peroxyde, indice de réfraction,
densité, coefficients des extinctions spécifiques Kz3z, K270 et AK, teneur en
chlorophylles, teneur en composés phénoliques, teneur en a—tocophérol et
proportion d'acide oléique) ; Ces analyses ont permis de classer ces huiles d'olive
selon les normes du Conseil oléicole international (COI) et d'évaluer ainsi leurs
propriétés nutritionnelles et organoleptiques. 73,33 % des échantillons étudiés
ont été classés dans la catégorie «huile d'olive vierge», 13,3% dans la catégorie
«huile d'olive extra-vierge» et 13,3% dans la catégorie «huile d'olive vierge
ordinaire». Sur la base de ces résultats, on peut déduire que I'huile d'olive
étudiée révele un grand potentiel en ce qui concerne la valeur nutritionnelle. En
effet, tous les parametres de qualité de la majorité des échantillons étudiés
(acides gras libres, absorption UV, indice de peroxyde) prouvent que ces huiles
d'olive respectent les normes du COI pour les huiles d'olive vierges et méme,
pour certains, celles des huiles d'olive extra vierges. Les parameétres de pureté
évalués (teneur en chlorophylles, teneur en composés phénoliques, teneur en
o—tocophérol et pourcentage en acide oléique) indiquent également une bonne

qualité globale de ces huiles d'olive.

Les résultats de cette étude confirment également que la qualité de 1'huile
d'olive est influencée par de nombreux facteurs, qui peuvent étre regroupés dans
ceux qui agissent lors de la formation de I'huile dans les olives, lors de la collecte
des fruits et pendant le traitement et le stockage du produit final. Les facteurs
génétiques (variétaux), climatiques et environnementaux peuvent affecter tous
les éléments susmentionnés. Par conséquent, afin d'améliorer encore ces huiles
régionales et de leur donner une valeur ajoutée, il est nécessaire de sensibiliser

les agriculteurs pour améliorer les pratiques et les techniques de culture et les
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propriétaires des huileries traditionnelles en ce qui concerne le stockage des

olives, la transformation et le stockage des huiles.

Par ailleurs, l'optimisation de la qualité de I'huile d'olive implique
nécessairement une détermination judicieuse de la période de récolte optimale
des olives, qui dépend de divers facteurs. Nous avons donc étudié (chapitre 2)
I'influence de la maturation des olives sur la qualité de l'huile dans le but
d'établir un temps de récolte optimal pour les olives de Picholine Marocaine,
principale variété d'olive cultivée au Maroc. Pour atteindre cet objectif, nous
avons suivi 1'évolution des caractéristiques physico-chimiques et
organoleptiques de I'huile pendant la maturation des fruits. Pour ce faire, neuf
échantillons ont été produits a partir d'olives a des stades croissants de maturité
puis analysés. Les indices de qualité (acidité libre, indice de peroxyde, indice de
réfraction, densité et extinctions spécifiques UV), la composition en composés
majeurs (acides gras) et composés mineurs (pigments chlorophylles,
tocophérols, composés phénoliques) ainsi que la stabilité a 1'oxydation ont été

évalués.

Les résultats obtenus montrent que 1'étape de maturité des olives affecte la
composition chimique de I'huile. En effet, de nombreux parametres analytiques,
a savoir la valeur du peroxyde, I'absorbance UV a 232 et 270 nm, les pigments
chlorophylles, les caroténoides et les teneurs en acide oléique ont diminué
pendant la maturation, tandis que I'acidité libre, la teneur en huile et le taux de
'acide linolénique ont augmenté. La tendance de la stabilité a 1'oxydation des
phénols totaux a montré une augmentation au début, suivie d'une réduction a
des stades de maturité plus avancés. Sur la base de 1'évolution des parametres
analytiques étudiés, le meilleur stade de maturité des fruits de Picholine
Marocaine pour en obtenir une huile de qualié semble étre a un indice de
maturité supérieur a 2,55 et inférieur a 4,95, ce qui correspond a une période de

récolte entre le premier décembre et la mi-janvier.

Finalement et afin de contribuer au contréle de la qualité de I'huile d'olive, la
technique de spectroscopie FT-MIR a été appliquée pour la prédiction de la

qualité des échantillons d'huile d'olive (chapitre 3). Les résultats obtenus sont
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similaires a ceux obtenus par la détermination physico-chimique classique. Par
conséquent, la spectroscopie FT-MIR couplée a des méthodes chimiométriques
telles que la PLS-DA est un outil de classification alternative fiable, pas cher,
rapide, ne nécessitant pas l'utilisation d'analyses chimiques traditionnelles et

capable de prédire la qualité des échantillons d'huile d'olive.

A l'issue des résultats de ce travail, les actions identifiées et suggérées comme

perspectives se résument dans les points suivants:

e Une étude de la composition chimique en acides gras et en composés
phénoliques de I'huile d’olive vierge selon le stade de la maturité des

olives de différentes provenances variétales et géographiques ;

e Application d’autres méthodes chimiométriques pouvant détecté
d’éventuelles différences en composition chimique en termes de
composés phénoliques antioxydants pour l'huile d’olive vierge de

différentes provenances variétales et géographiques ;

e Valorisation des huiles végétales en tant que produits de terroir, grace

a leur effet antioxydant, voire antitumoral.
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