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Abstract

Oak acorns (Quercus) are among the underutilized vegetable resources in the agri-food sector.
Few studies are present in literature on acorn fruit, which is a handicap for the valorization of
these fruits which unfortunately remain under-exploited. These studies show that the acorn
fruit has interesting nutritional and functional properties. The present study aims at
investigating the biochemical composition and the technological aptitude of two acorn
products "oil" and "flour" in order to valorize this neglected natural resource. Firstly, a
detailed study of the physicochemical properties and chemical composition of oil extracted
from three Quercus (Q. ilex, Q. coccifera and Q. suber) species was carried out. Antioxidant
proprieties and oxidative stability of extracted oil were also evaluated. Then, a technological
aptitude study of Quercus flours for the elaboration of a functional biscuit was performed.

The study of physicochemical characteristics showed a similarity between acorn oil and olive
oil. GPC analysis of Quercus oil revealed a predominance of unsaturated fatty acids (oleic
acid), and a particular sterol composition, which differs from those of most conventional
edible oils. The volatile fraction analysis, reported for the first time, indicated that acorn oils
were found to contain specific and variable range volatiles compound profiles. Twenty
phenolic compounds were detected by LC / MS analysis; all of them were hydrolysable
tannins derivatives. Studied oils had significant amounts of phenolic compounds, tocopherols
and carotenoids, which give them a strong antioxidant capacity, which was revealed by the
two tests ABTS and DPPH. Monitoring the oxidation state of the Quercus oil during 180 days
(6 months) of storage showed slight variations in the measured oxidation markers.

The chemical characteristics of acorn flour obtained from three different Quercus species
were compared. Q. coccifera L. flour, which were the most antioxidant, was used for
preparing biscuits at two levels of substitution Q30 and Q60. Acorn-added biscuits showed
significantly higher content of phenolics, higher antioxidant activity and oxidative stability
(induction time) than control biscuits. The acorn-based biscuits also showed technological
(volume, friability,...) and organoleptic properties (odor, color, taste, ..) better than the control
biscuits.

Keywords: Quercus, oil, flour, biochemical composition, technological ability, functional
biscuits, oxidation, antioxidant activity
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Résumé

Les glands de chénes (Quercus) figurent parmi les ressources végétales sous utilisées dans le
domaine agroalimentaire. 1l existe peu de données dans la littérature sur le fruit de gland, ce
qui constitue un handicap pour la valorisation de ces fruits qui restent malheureusement sous-
exploitées. Les études réalisées montrent que ce fruit possede des propriétés nutritionnelles et
fonctionnelles intéressantes. Le présent travail vise a étudier la composition biochimique et
I’aptitude technologique de deux produits de gland « huile » et « farine » afin de valoriser
cette ressource naturelle négligée.

Dans un premier temps, une étude détaillée de la composition et des propriétés
physicochimiques des huiles, extraites a partir de trois espéces de fruit de Quercus (Q. ilex, Q.
coccifera et Q. suber) a été effectuée. Le pouvoir antioxydant et la susceptibilité a I’oxydation
des huiles extraites ont été €galement €valués. Ensuite, une étude de I’aptitude technologique
des farines, issues des glands des mémes espéces, pour 1’élaboration d’un biscuit fonctionnel a
été menée.

L’¢tude des caractéristiques physicochimiques nous a permis de déterminer une similitude
entre I’huile de gland et l'huile d'olive. L’analyse des huiles par CPG a révélé une
prédominance de 1’acide gras insaturé (acide oléique), et une composition stérolique
particuliére, qui differe de celles de la plupart des huiles conventionnelles comestibles.
L’analyse de la fraction volatile des huiles de Quercus, rapportée pour la premiére fois, nous a
affirmé que ces huiles se sont avérées contenir des profils en composes volatils spécifiques.
L’analyse LC/MS a permis d’identifier vingt composés phénoliques dont les plus abondants
sont des dérivés de tanins hydrolysables. Une richesse des huiles étudiees en composes
phénoliques, tocophérols et caroténoides a été obtenue, ce qui leurs confere une forte capacité
antioxydante. Celle-ci a été révélée par les deux tests ABTS et DPPH. Le suivi de l'état
d’oxydation des huiles de Quercus pendant 180 jours de stockage (6 mois) a montré de

Iégeres variations des marqueurs d’oxydation mesurés.

Les caractéristiques chimiques de la farine des trois espéces étudiées de Quercus ont été
comparées. La farine de Q. coccifera L., la plus riches en antioxydants, a été utilisée pour la
préparation des biscuits a deux niveaux de substitution Q30 et Q60. Les biscuits a base de
gland ont montré une teneur significativement plus élevée en composés phénoliques, une
activité antioxydante et une stabilité a l'oxydation (TI) supérieures a celles des biscuits
témoins. Les biscuits a base de gland ont également montré des propriétés technologiques
(volume, friabilité,...) et organoleptiques (odeur, couleur, goit,..) meilleures que les biscuits
témoins.

Mots clés : Quercus, huile, farine, composition biochimique, aptitude technologique, biscuit
fonctionnel, oxydation, activité antioxydante.
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Lexique

Akeéne : Fruit sec, indéhiscent, a graine unique, dont le péricarpe, plus ou moins sclérifié,
n'est pas soudé a la graine.

Albumen : Tissu riche en réserves nutritives, qui avoisine la plantule chez certaines graines.
Arbrisseau : Plante ligneuse vivace, rameuse dés la base et ne dépassant pas 4 m de hauteur.

Arbuste : Plante ligneuse vivace ne dépassant pas 10 m de hauteur et dont le tronc n'est pas
ramifié des la base. (Un arbuste jeune a le port d'un arbrisseau, puis il acquiert celui d'un arbre
par perte des branches les plus basses.).

Caducifoliés : Qualifie un groupe d'arbres, une forét, dont les arbres perdent leurs feuilles en
hiver. Un végétal caducifolié, ou caduescent, a des feuilles caduquesou vit dans
une formation végétale composée de tels végétaux.

Caduques : Se dit des feuilles qui tombent durant la saison d’hiver et se renouvellent chaque
année.

Chatons : Inflorescence propre a divers arbres et constituée par un épi, pendant ou dressé, de
minuscules fleurs unisexuées.

Cupule : Godet écailleux, creusé en forme de petite coupe, enserrant la base du fruit chez
certains vegétaux.

Endocarpe : Partie la plus interne du fruit.
Epicarpe : Pellicule, peau qui recouvre un fruit.
Eu-méditerranéen : Relatif a la Méditerranée, typique des pourtours méditerranéens

Futaies : Bois ou forét provenant de semis ou de plantations et destiné a produire des arbres
de grande dimension, au fat élevé et droit.

Gemmule: Premier bourgeon d’une plante, a partir duquel elle commence a germer.

Héliophile : Une plante héliophile qualifie une plante aime la lumiére et qui se développe
dans des biotopes ensoleillés.

Introgression :  Transfert d'un gene d'une espece au genome d'une autre aprés une
hybridation.

Meésocarpe : Zone médiane d’un fruit, entre I’épicarpe et le noyau ou les graines.
Persistantes : Se dit des feuilles qui ne tombent pas en hiver, par opposition a cadugue.

Sclérophylles : Se dit des plantes sclérophytes, a feuilles coriaces, a cuticule épaisse et
cireuse, adaptées a la sécheresse.

Semi-Aride : Se dit des zones bioclimatiques au sein desquelles I'alimentation en eau est
insuffisante.
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Semi persistantes : Plante conservant au moins une partie de son feuillage en toute saison.

Supra-Méditerranéen : étage bioclimatique qui a été défini comme ni trop doux (meso-
méditerranéen), ni trop froid (montagnard), ni trop humide I’été (collinéen), et peut posséder
des variantes sub-humides, humides ou per-humides (bien que rare) selon les secteurs
géographiques Semi-caducifoliés

Xérophile: Une plante xérophile qualifie une plante capable de vivre dans une sécheresse
importante, ou adaptée aux milieux secs.
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Introduction générale

Malgre la diversité des resources végétales dans le monde, tres rares sont celles exploitées
pour I’alimentation humaine pour satisfaire les divers besoins des populations. En effet,
beaucoup d’especes, dont I’utilisation alimentaire était importante dans le passeé, sont
négligées ou sous-exploitées actuellement. Les glands, fruits des chénes, présentent un

excellent exemple de ces ressources négligées.

Depuis des milliers d'années, les espéces du Quercus ont été cultivées et utilisées dans la
plupart des régions du monde (Hoeche et al., 2014). Selon Bainbridge (2006), les glands
étaient un aliment de base en Europe, au Moyen-Orient, en Afrique du Nord, en Asie et en
Amérique du Nord. Cependant, a I'neure actuelle, ils ontpresque disparus en tant que produit

de consommation humaine.

Quercus est sans doute un des genres forestiers les plus riches en espéces, il comprend
quelque 500 espéces accompagnees de nombreux hybrides, qui poussent dans des
écosystémes tempérés. Il est bien représenté a I'état spontané dans le bassin méditerranéen
(Bonfils et al., 2005).

Les chénes représentent un capital forestier et constituent une des richesses forestieres de
I’Algérie. Ils couvrent des superficies étendues, soit environ 40 % de la forét Algérienne

(Alatou, 1994).

Les glands sont riches en composés nutritifs; ils contiennent environ 59% d'amidon, 33% de
matiére grasse dont plus de 80% sont insaturés et environ 8% de protéines. De plus, ils
contiennent une quantité considérable d'électrolytes (calcium, magnésium, potassium et
phosphore) (Ozcan et al., 2006 ; Hoeche et al., 2014). A coté des composants alimentaires, ils
contiennent divers composes biologiquement actifs (stérols, tocophérols, composés
phénoliques) (Léon-Camacho et al., 2004 ; Rakic¢ et al., 2006).

L’intérét récent porté a la recherche de la santé grace a une alimentation équilibrée pourrait
faire de cette ressource de nourriture, autrefois importante, un nouvel ingrédient attrayant
pour ’avenir, et pourrait constituer également un argument en faveur de I'inclusion des glands

dans notre régime alimentaire (Hoeche et al., 2014).

L'originalité de cette étude réside dans 1’absence d’études exhaustives sur la caractérisation et
la composition de 1’huile et de la farine de glands du genre Quercus et en particulier leur

composition, leur potentiel antioxydant et technologique.



Introduction générale

Les principaux objectifs de cette theése s’inscrivent dans le cadre d’une contribution a la
valorisation du fruit de gland de trois espéces de Quercus (Q. ilex, Q. suber et Q coccifera)
afin de mettre au point de nouveaux produits a haute valeur ajoutée (huile et farine) et ainsi de

créer de nouvelles opportunités pour 1’utilisation de ces deux produits de gland.

De ce fait, il nous a paru judicieux de soulever et traiter deux préoccupations importantes pour

renforcer notre hypothése selon laquelle 1’huile et la farine de gland pouraient constituer de

nouveaux produits a haute valeur ajoutée.

- L’huile de gland peut-elle étre classée dans la catégorie des huiles alimentaires de par ses
caractéristiques biochimiques et technologiques ?

- Lafarine de gland peut-elle étre acceptée en tant que nouvel ingrédient alimentaire ?

Pour atteindre ces objectifs et répondre a ces préoccupations, ce travail de thése se donne les

objectifs suivants :

- Réalisation d’un screening phytochimique des huiles extraites des fruits de gland par leur
caractérisation biochimique et évaluation de leur potentiel antioxydant et leur stabilité
oxydative au cours du stockage ;

- Caractérisation physicochimique des farines de gland, étude de leur aptitude
technologique par I’élaboration d’un biscuit fonctionnel et appréciation de ses qualités

nutritionnelle et sensorielle.

Aprés une introduction générale, I’ensemble de ce travail est articulé en trois parties

principales :

La premiere partie a pour objectif de présenter la matiére végétale de facon botanique, en
apportant des précisions sur la nature et la répartition géographique des espéces de Quercus,
en énumérant les différentes utilisations, et en y présentant la composition chimique et la
valeur nutritionnelle. Au sein de cette méme partie, une description des différentes espéces
retenues dans le présent travail ainsi qu’une présentation de leur origine geographique seront

abordées.

Les huiles extraites a partir des fruits de gland retenus feront ’objet de la deuxiéme partie.
Dans un premier temps, une étude phytochimique incluant une caractérisation physico-
chimique, une détermination de la composition en acides gras des huiles et des dosages
qualitatifs et quantitatifs des principaux composés de la fraction insaponifiable de ces huiles
seront réalisés. Puis, une évaluation de leur potentiel antioxydant ainsi que leur stabilité

oxydative, par le suivi des marqueurs d’oxydation au cours du stockage, sera menée.
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Introduction générale

Enfin, une troisieme partie consacrée, a 1’étude de la possibilité d'utiliser la farine de gland

comme un nouvel ingrédient pour 1’élaboration d’un biscuit fonctionnel, sera réalisée.

Les trois parties seront suivies d une conclusion générale et quelques recommandations.



Premiere partie :
Eléments bibliographiques et description des

especes de chéne retenues dans cette étude



Premiére partie : Eléments bibliographiques et especes de chéne retenues
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1. Le chéne: Aspects géographique, écologique et botanique
1.1. Répartition géographique
1.1.1. A l'échelle mondiale

Chéne est le nom vernaculaire de nombreuses especes d'arbres et d'arbustes appartenant au genre
Quercus, et a certains genres apparentés de la famille des Fagacées, notamment Cyclobalanopsis
et Lithocarpus. Le genre Quercus est sans doute un des genres forestiers les plus riches en
especes, mais aussi un des plus controversés. 11 est indigene dans ’hémisphere nord et comprend
quelque 500 especes accompagnées de nombreux hybrides. Le centre de répartition se situe en
Amérigue du Nord, mais un grand nombre d’espéces peuple la région méditerranéenne et 1’ouest
de I’Asie (Bonfils et al., 2005). En direction du sud, quelques espéces se sont avancées jusqu’a
I’Equateur et en Indonésie. En Afrique, ils sont limités a sa partie Nord. En Europe, il existe 20 &
30 especes différentes de chénes, la plupart autour de la Méditerranée orientale (Figure 1). Le
nombre d’especes diminue fortement lorsque I’on va vers le nord, aucune espéce n’atteignant la

zone boréale au 60° degré de latitude (Bonfils et al., 2005).

. . 0
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Figure 1. Zones de répartition des chénes dans le monde (Romuald, 2007)
1.1.2. Dans le basin méditerranéen

La place des chénaies en région méditerranéenne peut sembler, a premiére vue, réduite.
Cependant une analyse plus approfondie de la végétation forestiere et de son histoire montre
I'importance majeure des chénes dans le bassin méditerranéen et leur diversité spécifique (Bonin
et Romane, 1996).
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Le chéne est parmi les especes qui occupent une large espace sur les deux rives du basin
méditerranéen (Figure 2), avec une expansion plus importante en France, Italie, Grece, Espagne
et Portugal (Barbero et Loisel, 1980). L’aire de distribution de chéne se localise principalement
dans la partie occidentale du basin méditerranéen ou son aire de distribution diminue dans la
partie centrale du basin pour disparaitre totalement dans la zone orientale (Barbero et Romane,
1992). En effet, sa distribution est déterminée par des limites climatiques précises (Bellarossa et
al., 2003).

C’est ainsi que, les chénes sclérophylles caractérisent €lectivement I’étage de végétation «eu-
méditerranéen» surtout en ambiance bioclimatique subhumide, alors que les chénes caducifoliés
se rencontrent essentiellement a 1’étage «supra-méditerranéen» et en ambiance bioclimatique
humide. Les chénes semi-caducifoliés se situent en revanche en méditerranée méridionale et en

ambiance bioclimatique humide également (Quézel, 1976).
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Figure 2. Aire géographigue du chéne en méditerranée (Barbero et Loisel, 1980)
1.1.3. En Algérie

En Algérie, les chénes représentent un capital forestier, ils couvrent des superficies qui s’étendent
entre les frontiéres marocaines et tunisiennes, du littoral méditerranéen au nord jusqu’aux chaines
telliennes au sud, soit environ 40 % de la forét Algérienne (Alatou, 1994). Les plus vastes massifs
sont localisés a I’Est du pays, région qui renferme a elle seule prés du 4/5 de la subéraie

algérienne.
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Les subéraies algériennes sont constituées de nombreuses especes, essentiellement le chéne-liege
(Quercus suber), le chéne vert (Quercus ilex), le chéne-zeen (Quercus fagiea) et le chéne-kermes
(Quercus coccifera) (Boudy, 1955).

La chénaie est tres inégalement repartie, les plus belles futaies denses occupent les montagnes de
Kabylie et a I’est jusqu’a la frontiére Tunisienne (Messaoudene, 1996). Au plan de la répartition

géographique, on peut distinguer trois zones principales:

> Le littoral Est et les massifs cotiers humides et subhumides ; on y trouve les foréts les plus
denses de chénes lieges qui se localisent principalement dans le nord-est du pays et les chénes
caducifoliés (Zéen et Afares) (Messaoudéne, 1996). Ces peuplements occupent les milieux les
plus frais et les altitudes élevées dans la subéraie.

» Les hautes plaines continentales avec les grands massifs de Pin d’Alep et de chénes verts. Le
chéne vert est surtout abondant dans le nord-ouest du pays et qui, en étage semi-aride, joue
avec le thuya et le genévrier un réle de protection essentiellement.

» L’Atlas Saharien avec les maquis de chénes verts et de genévriers.
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Figure 3. Répartition du chéne en Algérie (Nedjahi, 2010)
1.2.  Exigences écologiques de chéne

L’une des principales raisons du succeés du chéne en zone méditerranéenne, réside dans sa
remarquable résistance aux contraintes écologiques et en particulier hydriques. Le chéne présente

un certain nombre de traits biologiques lui permettant de survivre et de continuer a fonctionner

pendant les périodes de sécheresse. Ainsi, en plus d’un enracinement profond, le chéne peut
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répondre a une forte sécheresse par le développement d’une surface évapotranspirante limitée qui
est en relation avec la faible réserve hydrique des sols sur lesquels il pousse (Barbero et al.,
1992).

Le chéne est un arbre thermophile, poussant sous des climats tempérés a hiver doux, dont
I’optimum se situe entre 13 °C et 18 °C, souvent résistant a la sécheresse, pas adapté a la vie dans
les climats froids (Boudy, 1952 ; Bonflis et al., 2005).La tolérance du chéne au froid semble se
situer a la limite de -4°C (Alatou et al., 2007).

L’humidité est généralement un facteur limitant, car bien qu'étant xérophile, le chéne nécessite
une humidité atmosphérique d'au moins 60 %, méme en saison séche, et d'une pluviométrie allant
de 400 & 1200 mm par an (Boudy, 1952).

Pour la lumiére, le chéne est une essence héliophile, c’est-a-dire de pleine lumiére et exigeant une

forte insolation (Chollet, 1997).

1.3.  Présentation botanique
1.3.1. Taxonomie

Le genre Quercus comprend plusieurs centaines d’espéces (entre 200 et 600). Leur nombre fait
I’objet de polémiques entre les taxonomistes, en raison des nombreuses formes intermédiaires
résultant de I’introgression entre espéces. Le genre Quercus est subdivisé en six grandes sections
botaniques dont les plus importantes en nombre sont les Chénes blancs (Lepidobalanus, 152

especes) et les Chénes rouges (Erythrobalanus, 136 especes) (Kremer et al., 2002).

La classification classique du chéne (Cronquist, 1981) est :
v" Regne : Plantea

Sous regne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnolipsida

Sous-classe : Hamamelidae

Ordre : Fagales

Embranchement : Angiospermes

Sous/Embranchement : Dicotylédones

Famille: Fagaceae

AN N NN Y N N NN

Genre: Quercus
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D’aprés Bouhraoua et al. (2002), le chéne est reconnu en Algérie, selon les noms suivants:
v Belloute EI Féline : cette dénomination est probablement due au fait de la dénomination
grecque Phelloderus (Phellos : liege)
v Aqchouch : dans les régions de grande Kabylie.

v Fernane : dans les régions de petite Kabylie.
1.3.2. Description générale

Le genre Quercus compte plusieurs centaines d’espéces caduques, persistantes ou semi
persistantes, originaires des régions tempérées, tropicales ou subtropicales. Selon I’espece, le
chéne peut étre un arbre de plusieurs dizaines de metres de haut (chéne sessile), ou un grand
arbuste (chéne vert) ou un arbrisseau (chéne kermés). De croissance rapide, il est capable de vivre
plusieurs siécles, son tronc atteignant plus de 50 cm de diameétre. Le port du chéne varie aussi
selon les especes. Rustique a semi-rustique, le chéne appréciera une place en plein soleil dans un
endroit dégagé.

De nombreuses espéces présentent des feuilles avec un bord lobé, mais certaine sont des feuilles
entieres avec un bord lisse ou denté. Une des principales caractéristiques réside dans la cupule du
fruit. Les fleurs sont des chatons qui apparaissent au printemps. Les fleurs femelles sont isolées
les unes des autres et entourées d’une enveloppe écailleuse, " la cupule ", a I’extrémité d’un
pédoncule de longueur variable. Chez les chénes méditerranéens, les fleurs femelles sont
groupees par 3 sur un court pédoncule (Yessad, 2000).

Le fruit est un akéne, appelé "gland"”, fixé dans la cupule. Quand il est mir, en septembre, il
tombe de lui-méme et quitte sa cupule. Vu le nombre et la complexité botanique de ce genre, il a
été divise en sous-genres et en sections. Les caracteres les plus apparents, qui permettent
habituellement de comparer et de distinguer les chénes sont tirés de la cupule (Boudy, 1950 ;

Berrichi, 2011).

1.3.3. Caractéristiques anatomiques du gland

Le gland est un fruit sec ou akene. Il est constitué d’une graine enveloppée par un péricarpe assez
coriace de couleur brune (Figure 4). Le péricarpe est formé de trois couches: vers I’extérieur par
un épiderme externe ou épicarpe ; vers I’intérieur par I’endocarpe ; au centre parle mésocarpe. Le
hile constitue la partie basale du gland ; c’est la zone la plus perméable du péricarpe. Le

micropyle représente la partie distale. La graine est protégée par un tégument assez mince et
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nervuré. Elle comprend deux cotylédons qui cachent du coté du micropyle un embryon composé

d’une radicule, d’une tigelle et d’une gemmule (Praciak et al., 2013).

Style

Plantule
iEpicarpe —

~ Péricarpe - Mésocarpe
‘ Endocarpe

Graine
(cotylédons)

Cupule

Figure 4. Coupe longitudinale d’un fruit de gland
1.4.  Importance du fruit de gland
1.4.1. Composition chimique du fruit

Les glands varient considérablement d'une espéce a l'autre. Riches en protides et souvent en
lipides (selon les espéces), les glands sont tres nutritifs. Ils contiennent d’importantes quantités de
vitamines C, B2 et PP (Bainbridge, 2006). En outre, ils contiennent une quantité considérable
d'électrolytes (calcium, magnésium, potassium et phosphore) (Ozcan et al., 2006; Hoeche et al.,

2014). La gamme de composition moyenne du fruit de gland est présentée dans le Tableau 1.

Tableau 1. Composition nutritive du gland en pourcentage (Shimada, 2001; Bainbridge, 2006)

Eléments nutritifs Teneurs en g/100g
Eau 8,7-44.,6
Protéines 2,3-8,6
Lipides 1,1-31,3
Glucides 32,7-89,7
Fibres 1,9-6,8
Calorie (Kcal/100g) 1,200-2,600
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Selon Rakié¢ et al. (2006), les glands sont des aliments fonctionnels et nutritionnels riches en
nutriments. Certains de leurs avantages pour la santé sont attribués au haut niveau de composés
phénoliques (tanins, acide gallique et différents dérivés hexahydroxydiphenoyl) trouvés dans les
glands, similaires ou supérieurs aux amandes, noisettes et arachides. Ces composés phénoliques
fournissent une farine avec des niveaux €levés d'antioxydants, ce qui pourrait avoir des avantages

potentiels pour la santé (Hoeche et al., 2014).
1.4.2. Utilisation du fruit

Les glands, fruit de chéne, ont été utilisés pendant des milliers d'années pratiquement partout ou
des chénes sont trouvés, en Europe, en Asie, en Afrique du Nord, en Moyen-Orient et en
Amérique du Nord. Selon Bainbridge (2006), les glands ont été une nourriture de base dans de
nombreuses regions du monde, jusqu'a récemment ils sont encore une culture alimentaire
commerciale dans plusieurs pays. L'utilisation de glands dans le cadre de I'alimentation humaine
a ete bien documentée par Creel (1920); Bainbridge (2006); Sommerfeld (2008); Bethany (2009);
Mason et Nesbitt (2009) ; Claudia (2013) et Hoeche et al. (2014).

Une importante récolte commerciale a encore lieu en Chine. La récolte commerciale en Corée
fournit annuellement l'amidon et la farine préparés qui atteignent les marchés americains.
Certains glands sont collectés au Japon. Les glands sont encore récoltés et utilisés dans plusieurs
régions des Etats-Unis, notamment le sud de I'Arizona et la Californie. Historiquement, les glands
étaient particulierement importants en Californie. Pour beaucoup de Californiens, les glands
constituaient la moitié du régime alimentaire et la récolte annuelle dépassait probablement la

récolte de mais sucré dans I'état (Bainbridge, 2006).

Dans la région mediterranéenne, principalement en Italie et en Espagne, les glands ont été utilisés
par les classes les plus pauvres (Hill, 1952 ; Pieroni, 1999 ; Raki¢ et al., 2007). lls ont été utilisés
comme aliment directement, pour faire du pain ou comme ingrédient pour le café, le gateau, la
creme glacée et dautres desserts (Bainbridge, 1986; Le6n-Camacho et al., 2004; Al-Rousan et
al., 2013). Cependant, a I'heure actuelle, il a presque disparu comme aliment pour la

consommation humaine.

En Afrigue du nord, il demeure encore une certaine consommation du gland parmi les produits de
cueillette. En Algérie, les glands sont soit consommés en tant que fruit sec ou intégrés dans la

fabrication du couscous (Région de Kabylie); un plat trés prisé par la population autochtone.
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Etant un aliment énergétique de premier ordre, riche notamment en amidon, le gland a été
toujours utilisé, de part le monde, en alimentation animale et servi a différents especes animales
domestiques pour produire des viandes trés appréciées par les consommateurs: porcs, ovins,

bovins, volailles...etc. (Ait Saada et al., 2017).
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2. Espéces de chéne retenues dans la présente étude
2.1.  Origine géographique

Les especes retenues dans le cadre de cette étude ont été récoltées d’une forét située dans la
montagne Sidi Rghis dans la région d’Oum El Bouaghi (O.E.B.). La wilaya d’O.E.B. se situe
dans la zone des hauts plateaux, au centre des wilayas de I’Est Algérien, elle s’étend sur une
superficie de 6187 km?, et elle se localise a une altitude variant entre 700 et 1000 m (Figure 5).
La région correspond a un étage bioclimatique semi-aride & hiver froid et pluvieux et un été
chaud et sec avec une pluviométrie comprise entre 350 et 400 mm/an. Le territoire de la wilaya
est constitué de hautes terres entrecoupées de chainons calcaires. Les plaines et collines occupent
63,8%, les montagnes 17,3%, les plateaux et autre 18,9% (Kabbout, 2016).

N 5 § 5
I 1 % OUM EL BOUAGHI

r——

Zone d'étude

Limites des commune
~———— Limite de wilaya
—— Oléoduc
Piste

Route principale
‘ Route secondaire
1 ———— Voie ferrée
|
|

Figure 5. Situation géographique de zone d’é¢tude (ANIREF, 2013)

La montagne Sidi Rghis est I’'un des principaux reliefs montagneux de la région. Elle se situe au
nord de la ville d’O.E.B. et culmine a 1635 m, ce positionnement lui confére 1’avantage naturel
de profiter de la végétation naturelle de la montagne (Figure 6). Les foréts s’étendent sur 75,750
ha, soit 12% de la superficie de la wilaya, les principales essences sont : Pin d'Alep (66,400 ha),
Chéne (8,150 ha) Cypres (1,200 ha) (Ramade, 2002 ; ANDI, 2013).
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Figure 6. Montagne Sidi Rghis

2.2.  Description des especes

Cette étude a porté sur trois espéces du genre Quercus : Quercus ilex L., Quercus suber L. et
Quercus coccifera L. Le choix particulier tient compte a la fois de leur localisation géographique,
leur accessibilité et la rareté des études exhaustives sur la composition phytochimique des
produits issus de leurs fruits (Léon-Camacho et al., 2004 ; Charef et al., 2008) et méme sur leur
potentiel alimentaire (Bainbridge, 2006; Hoeche et al., 2014; Casey, 2015).

2.2.1. Le chéne vert (Quercus ilex L.)

Le chéne vert est un arbre au feuillage persistant. Sa durée de vie peut atteindre plus de 1000 ans.
Ses feuilles caduques ou ovales sont vert foncé et luisantes sur le dessus, pubescentes et
blanchatres en-dessous, a bords lisses ou dentés (Figure 7). L'écorce est noir brunatre et craquelée
en petites plaques carrées minces. Le fruit est un gland de couleur brune, de 1,5-2 cm de long,
enfermé dans une cupule pubescente vert pale avec des écailles appliquées et pendu sur de courts
pédoncules. 11 aime les sols calcaires et peut grandir jusqu'a 25 métres de haut par 20 m de large
(Praciak et al., 2013; De Rigo et Caudullo, 2016).
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Figure 7. Le chéne vert (Quercus ilex L.) ; a : Fruit, b : Arbre, c : Feuilles (Images personnelles)
2.2.2. Le chéne liege (Quercus suber L.)

Le chéne liege est un arbre a la cime arrondie et au feuillage persistant. Il a une croissance lente
et une longue durée de vie (environ 200 ans ou plus) et atteint généralement 20 m de hauteur,

mais peut atteindre 25 m et un diamétre de 1,5 m dans de bonnes conditions (Gil et Varela, 2008).

Les glands ont une longueur de 2-3 cm dans une coupe assez profonde avec des écailles
allongées. Les feuilles sont sclérophylles, a feuilles persistantes et de forme ovale, de 4 a 7 cm de

longueur, vert foncé au-dessus et de couleur grisatre pale au-dessous.

Le Chéne liege se développe sur des sols non calcaires sous des climats chauds a tempérés
(Praciak et al., 2013 ; Houston et al., 2016).

14



Premiére partie : EIéments bibliographiques et especes de chéne retenues
2. Description des espéces de chéne retenue dans présente étude

Figure 8. Le chéne liege (Quercus suber L.) ; a : Fruit, b : Arbre, c : Feuilles (Images
personnelles)

2.2.3. Le chéne Kermeés (Quercus coccifera L.)

Cette espéce est peu abondante par rapport aux autres espéces de Quercus. Le chéne kermes est
un arbuste de petite taille (max 2-3m), parfois confondu avec le chéne vert, en buisson, poussant

dans les terrains ouverts, pierreux et calcaires.

Il présente des petites feuilles persistantes coriaces et piquantes, d'un vert luisant, les cupules des

glands sont couvertes d'écailles aiglies et redressées.

L'écorce est noire, legérement crevassée. Le gland est recouvert par la cupule sur plus de la

moitié de sa longueur (Ksontini, 1996 ; Villar-Salvador et al., 2013).
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Figure 9. Le chéne kermes (Quercus coccifera L.) ; a : Fruit, b : Arbre, ¢ : Feuilles (Images
personnelles)

2.3.  Récolte et conditionnement

La récolte des fruits est une étape qui doit étre faite soigneusement en respectant la période et la
méthode de la cueillette. Les dates de récolte ont été majoritairement déterminées en fonction de
la période de fructification des chénes. En plus des caractéristiques intrinseques de I’espece
impliquée, les conditions de récolte (degré de maturité, présence ou absence des fruits

détachés,...) peuvent aussi influencer la valeur nutritive des fruits.

Ainsi, la récolte des espéces retenues a été effectuée sur des fruits sains et mdrs, cueillis
directement sur I’arbre juste avant leur chute. Les glands ont été récoltés sur plusieurs arbres
entre octobre et novembre 2016 (4 a 5 kilogrammes par espéce). Ensuite, pour acheminer les
fruits de gland du lieu de récolte jusqu’au laboratoire, ils sont introduits dans des sacs
hermétiques placés dans des glaciéres a titre préventif afin d’éviter d’¢ventuels phénomeénes de

dégradations biochimiques.

Les espéces de Quercus utilisées dans cette étude ont été identifiées par comparaison avec celles
répertoriées dans le « Guide illustré de la flore Algérienne » (N° 978-2-7466-4242-3).
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Une fois identifié et récoltés, les glands de différentes espéces ont été triés en éliminant les glands
percés et debarrassées de toutes les impuretés. Les graines ont été séparées manuellement et
visuellement des coques. Elles ont été ensuite broyées en poudre fine en utilisant un broyeur
électrique et passées a travers un tamis de 425 um, et convenablement lyophilisées (a -50 °C et a

une pression de 0,08 mbar pendant 24 h pour obtenir une teneur en humidité <3%).

Avant les différentes extractions, la poudre ainsi produite a été conservée a I’abri de I’air, de
I’humidité, de la lumiére et a basse température (a -20 °C dans des sacs hermétiques) afin

d’inhiber les processus enzymatiques et les phénomenes d’oxydation.
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Introduction

De nombreuses sources d’huiles végétales disponibles ne sont pas exploitées ou utilisées de
maniére identique. A cbté des sources conventionnelles a haut rendement telles que le palmier ou
les graines de légumineuses, d’autres végétaux présentent des quantités non négligeables en

huiles, et ne sont pas exploitées a grande échelle. C’est le cas du fruit de gland « Quercus ».

Depuis l'antiquité, I’huile de gland a été utilisée comme aliment et comme médicament dans la
majeure partie du monde. C'est une huile de cuisson nutritive comparable a I'huile d'olive.
Certaines variétés de glands contiennent plus de 30% d’huile. L'huile de gland est trés similaire a
I'huile d'olive et elle présente une saveur comparable (Bainbridge, 2006). Les études menées sur
cette huile ont montré qu’elle présente des avantages nutritionnels similaires a ceux de 1’huile
d’olive (Al-Rousan et al., 2013). Elle contient de nombreuses substances aux propriétés
antioxydantes (Raki¢ et al., 2000; Cantos et al., 2003) et des niveaux importants d'acides gras
insaturés (Ferriara-Dias et al., 2003 ; Charef et al., 2008; Al-Rousan et al., 2013).

Dans cette partie du travail, nous avons tenté de réaliser un screening phytochimique et d’étudier
la stabilité oxydative des huiles de trois espéces de Quercus et d’établir des comparaisons avec

d’autres huiles végétales, en occurrence 1’huile d’olive.

Pour atteindre cet objectif, cette partie s’est articulée autour des points suivants :

- Extraction de I’huile des glands de trois especes du genre Quercus;

- Etude des propriétés physicochimiques et de la composition biochimique des huiles extraites;
- Evaluation de leurs composants fonctionnels et leur potentiel antioxydant ;

- Suivi de leur susceptibilité a ’oxydation (stabilité) apres six mois de stockage.
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Chapitre | : Etude bibliographique

1. Données phytochimiques sur les lipides et les huiles végétales
1.1. Lipides alimentaires

1.1.1. Apercu sur les lipides

Les lipides sont des produits naturels largement répandus dans les régnes animal et végétal. Ils
forment un grand groupe de molécules tres hétérogéne au point de vue de la structure ou des
groupements fonctionnels mais possedent des propriétés communes concernant leur densité
(inférieure a celle de ’eau) et leur solubilité (Guilloton et Quintard, 2003). Peu polaires, les
lipides sont généralement insolubles dans les solvants polaires (comme 1’eau) mais trés solubles
dans les solvants non polaires ou faiblement polaires (comme 1’éther, le chloroforme, 1’acétone,
I’hexane, etc.) (Kessous, 2008).

Les lipides forment une classe de constituants biologiques nutritionnellement importants. Ils
forment une réserve d’énergie et ils contribuent a 1’apport indispensable d’acides gras essentiels

et de vitamines liposolubles dans la ration alimentaire.
1.1.2. Biochimie des lipides

Les lipides sont des molécules tres importantes pour la vie. 1l en existe un tres grand nombre, ce
qui a conduit a établir une classification. Les lipides pourront se trouver sous forme de lipides
simples (alcool associé avec un acide gras) ou sous forme de lipides complexes (alcool associé
avec un acide gras et d’autres molécules) (Masson, 2007).

Les lipides ont fait I’objet de nombreuses classifications. Celle de Hennen (1995), la plus citée,
classe ces molécules en 5 catégories: les acides gras, les triglycérides, les phospholipides, les

sphingolipides et enfin le cholestérol (Cuvelier et al., 2004) .
1.1.2.1. Les acides gras

Les acides gras, représentant le motif structural des lipides, sont des acides carboxyliques
composés d’une chaine hydrocarbonée comportant a une extrémité un groupement méthyle (CHz)
et a 'autre extrémité un groupement carboxyle (COOH) (Percheron et al., 1981 ; Adrian et al.,
2003). Les acides gras alimentaires sont des molécules linéaires a longue chaine, généralement a
nombre pair de carbones possédant une seule fonction carboxylique et une chaine carbonée

conférant a la plupart des lipides leur propriété d’insolubilité dans I’eau et leur consistance
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graisseuse et huileuse (Guilloton and Quintard, 2003; Léon Camacho et al., 2004; Alais et al.,
2008). On peut néanmoins trouver des acides gras a nombre impair de carbones (acides
pentadécyclique (C15:0) et margarique (C17:0) ou des acides gras a chaine ramifiée (Ran-Ressler
et al., 2011), dans la matiere grasse laitiere par exemple.

Trois paramétres différencient les acides gras :

-La longueur de la chaine carbonée : c’est a dire le nombre d’atomes de carbone. Ce nombre
peut varier généralement entre 4 et 24. Il permet de classifier les acides gras en 4 catégories : les
acides gras volatils, avec 2, 3 ou 4 atomes de carbone, les acides gras a chaine courte qui
possedent entre 6 et 10 atomes de carbone, les acides gras a chaine moyenne, avec 12 a 14
atomes de carbone et les acides gras a chaine longue, avec 16 atomes de carbone ou plus
(Cuvelier et al., 2004). 1l y a une prédominance trés remarquée des acides de 16 a 18 atomes de
carbone dans le régne vegétal (Ledoux et al., 2005 ; Applequist et al., 2006).

-Le degré d’insaturation de la chaine carbonée : en fonction du type de liaison existant entre les
atomes de carbone (liaison simple ou double), les acides gras sont dits saturés (AGS) ou insaturés
(AGI). L’acide palmitique (C16 :0) et I’acide stéarique (C18 :0), abondants dans la plus part de
graisses d’origine animale, appartiennent aux acides gras saturés. En revanche, 1’acide oléique
(C18 :1), composant majoritaire de I’huile d’olive est un acide monoinsaturé. L’acide linoléique
(C18 :2), abondant dans I’huile de tournesol, présentant deux doubles liaisons, est polyinsaturé
(Figure 10). Dans les acides gras, les doubles liaisons sont rarement conjuguées et séparees par
un groupement meéthyléne. Les acides gras existent naturellement dans une configuration cis (ou
Z).

Acide gras saturé

AN AN SO
C18:1(n-9)

Acide gras mono-insaturé

Hsc\/:\/_\/_\/\/\/\/COOH

Acide gras poly-insaturé

C18:3(n-3)

Figure 10. Structure et nomenclature des acides gras saturés, mono- et polyinsatures
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-Le point de fusion : en fonction de leur composition en acides gras, les corps gras ont une texture
différente pour une méme température. Ainsi, au réfrigérateur, le beurre est dur tandis que
certaines margarines sont crémeuses et les huiles sont liquides (Karleskind, 1992 ; Cuvelier et al.,
2004 ; Norris, 2005).

Les acides gras les plus communs sont illustrés dans le tableau 2.

Tableau 2. Principaux acides gras, leurs structures et leurs sources alimentaires
(Cuvelier et al., 2004)

Acide gras Nom commun Masse moléculaire  Principales sources
Saturé del’acide (Kda) alimentaires
C12:0 laurique 200,31 Huile de coprah
Cl4:0 myristique 228,36 Produits laitiers
C16:0 palmitique 256,42 Huile de palme
C18:0 stéarique 284,47 Graisse animale
C20:0 arachidique 312,52 Huiles d’arachide,

de germe de mais
C22:0 béhénique 340,57 Huiles d’arachide,
de jojoba
Insaturé
Cl6:1 palmitoléique 254,39 Huile de noix de
macadamia
C18:1 oléique 282,44 Huiles d’olive, de pépin

de raisin, beurre de
karité, huiles de

tournesol, de lin, de
mais, de soja.....

C22:1 érucique 338,55 Huile de poissons
Cl18:2 linoléique 280,43 Constituants des
phospholipides
(animaux)
C18:3 a-linolénique 278,41 Huiles de noix, de
colza, de soja
C20:4 arachidonique 304,45 Graisse animale

Il faut rappeler que I’origine alimentaire de certains acides gras s’avere primordiale compte tenu
de I’incapacité de notre organisme a les synthétiser. Ces acides gras sont dits essentiels. 11s sont
nécessaires au développement et au bon fonctionnement de I’organisme et doivent €tre apportés
par I’alimentation car ils sont non synthétisables par notre organisme. Ils appartiennent en partie
aux séries oméga 3 (w-3) et oméga 6 (w-6) (position du premier atome de carbone impliqué dans

la double liaison en partant du groupement méthyle terminal). Les acides linoléique (C18:2) et a-
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linolénique (C18:3) sont les deux principaux acides gras essentiels. lls sont les précurseurs des
lignées oméga 3 et oméga 6 (Legrand, 2010).
Ces acides polyinsaturés ont donc un rble bénéfique pour la santé mais leur sensibilité a

I’oxydation leur confere également un potentiel toxique.

1.1.2.2. Lestriglycérides

Les triglycérides ou plus exactement les triacylglycérols (Figure 11) sont des triples esters
d’acides gras et de glycérol. Il s’agit de molécules trés hydrophobes, constituant une forme de
réserve de 1’énergie trés courante dans le régne animal, au niveau du cytoplasme des adipocytes
(Cuvelier et al., 2004).

CH,- OCOR;

R,OCO -CH

CH,— OCOR3
Figure 11. Représentation d’une molécule de triglycérides

(R1, R2, R3 : chaines d’acides gras)

Les triglycérides constituent la categorie de lipides la plus abondante dans les aliments. En effet,
ils representent 95 a 98 % des lipides alimentaires ingérés, constituant ainsi la source presque

exclusive d’acides gras alimentaires.
1.1.2.3. Les phospholipides

Les glycérophospholipides ou phospholipides sont des dérivés de 1’acide phosphatidique (Figure
12). Les deux premiers atomes de carbone du glycérol portent, par liaison ester, les chaines
aliphatiques d’acides gras, tandis que le troisieme carbone est estérifi¢ a un groupement
phosphoryle relié lui méme par une autre liaison ester a un alcool, qui peut étre du glycérol, de
I’inositol, de I’éthanolamine ou ses dérivés choline et sérine. La phosphatidylcholine (lécithine),
la phosphatidyléthanolamine (céphaline), la phosphatidylsérine et la phosphatidylinositol sont les
principaux phospholipides d’origine alimentaire. Les phospholipides constituent la structure de
base des membranes biologiques. La molécule d’alcool ainsi que le groupement phosphoryle du
troisieme carbone étant fortement polaires, les phospholipides ont une structure caractérisée par
une téte polaire et une queue hydrophobe, qui détermine 1’organisation en double couche des

phospholipides au sein des membranes (Cuvelier et al., 2004; Masson, 2007 ).
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[ CH,
/ . .
—C-C—N—CH, Phosphatidylcholine
Ha He o,
_CC_C_N-— Phosphatidyléthanolamine
CH,- OCOR, C-C-N-H,
| H; H»
R,0CO — CH X= < _C_CH-COO Phosphatidylsérine
| "
Q NH,"
CH,— 0-P-O-X
| OH OH
o
OH o
o Phosphatidylinositol
OH

Figure 12. Représentation des principales catégories de phospholipides

1.1.2.4. Les sphingolipides

Les sphingolipides sont constitués d’un acide gras et d’un alcool aminé, la sphingosine, ainsi que,
dans certains cas, d’un substituant qui peut étre de la choline ou un groupement de nature
glucidique. lls sont caractérisés par une liaison amide formée suite a la réaction entre le
groupement aminé de la sphingosine et le groupement carboxyle de 1’acide gras. Les
sphingolipides sont, tout comme les glycérophospholipides, des constituants des membranes

biologiques, mais dans une moindre mesure (Cuvelier et al., 2004 ; Masson, 2007).
1.1.2.5. Le cholestérol

Le cholestérol est un lipide de la famille des stérols qui joue un rdle central dans de nombreux
processus biochimique. La molécule de cholestérol comprend quatre cycles carbonés, notés A, B,
C, D. Elle possede un groupement hydroxyle sur le carbone 3, qui peut étre estérifié par un acide
gras, saturé ou insaturé, rendant la molécule encore plus hydrophobe. Le cholestérol est
essentiellement présent dans les aliments d’origine animale. Il posséde une double origine : il est
apporté par I’alimentation et synthétisé par I’organisme. Le cholestérol est non seulement le
précurseur des acides biliaires, des hormones stéroides et de la vitamine D, mais aussi un

constituant important des membranes plasmiques (Cuvelier et al., 2004).
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1.1.3. RoOles biologiques et technologique des lipides

Longtemps appréciés sans restriction par les consommateurs, les " corps gras " ou " lipides
alimentaires " ont vu leur prestige tempéré par la mise a jour de l'activité des lipoprotéines
macromoléculaires comme facteurs de risque pour le développement du cancer et des maladies
cardiovasculaires. Les lipides n'en demeurent pas moins indispensables a la santé humaine. lls
jouent un réle essentiel dans le développement et I'entretien des fonctions cérébrales, du systeme
nerveux central et sensoriel. Les constituants lipidiques des aliments fournissent a l'organisme

d'importantes vitamines liposolubles (A, D, E, K) et des acides gras essentiels.

Les lipides ont aussi une forte influence sur les propriétés rhéologiques et sensorielles des
aliments. Leur interaction avec les autres constituants, durant les procédés d'élaboration
industrielle, détermine en effet les proprietes fonctionnelles des systemes alimentaires. Si les
lipides doivent indéniablement étre apportés en quantité suffisante par les aliments, les progreés
technologiques (techniques de raffinage, fractionnement, modification, restructuration,
stabilisation et encapsulation des lipides, nouvelles techniques de fabrication d'émulsions et de
mousses alimentaires industrielles) permettent d'améliorer la gestion de cet apport, facilitant

notamment une plus large utilisation des lipides insaturées (Graille, 2003).

1.1.4. Principales sources des lipides

Les lipides, ou graisses, comme les autres nutriments occupent une place trés importante dans
I’alimentation humaine. Ils sont indispensables au bon fonctionnement de I’organisme et
fournissent une quantité d’énergic supérieure a celle apportée par les glucides. Les lipides sont
rarement consommgs en 1’état. Ils sont une partie constitutive des aliments. Ils peuvent se trouver
dans l'alimentation sous forme libre ou sous forme complexe, liés entre eux ou a d'autres
nutriments (glucides, protides,...). lls peuvent conserver leur organisation native mais ils se
réorganisent généralement en fonction des autres constituants présents et des traitements
technologiques appliqués au cours de la formulation ou de la préparation (Gunstone et al., 2007).
Les acides gras alimentaires sont issus de tous les regnes du monde vivant. La nature et la
répartition de ceux-ci au sein des aliments font I’objet d’une littérature abondante, parfois non
convergente entre les auteurs (Cuvelier et al., 2004). Selon Poisson et Narce (2003), les

principales sources de lipides sont:
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-Les huiles végétales (arachide, olive, tournesol, mais...) qui contiennent des AGS et des AGI a
chaine moyenne ou longue, en proportion variable selon l'origine ;

-Les graisses végétales (palme, palmiste, noix de coco) qui contiennent surtout des AGS a chaine
courte ou moyenne.

On différencie généralement les huiles des autres graisses par leur point de fusion. Les huiles sont
des corps gras liquides a la température de 15°C, tandis que les graisses sont plus ou moins
solides a cette température (Lecerf, 2011).

-Les graisses animales sont soit apparentes ou visibles (beurre, saindoux, suif), soit cachées ou
invisibles (car faisant partie intégrante du tissu : viande, poisson, fromage, noix) (Frénot et
Vierling, 2002). Ces graisses animales contiennent surtout des AGS sous forme complexe. La
composition en acides gras varie selon les animaux (mammiféres ou poissons...) et selon leur

mode de vie (domestique ou sauvage...).

1.2.  Huiles végétales

En général, les huiles et les graisses alimentaires sont préparées a partir de graines ou de fruits
oléagineux, germes ou pépins de production végétale diverse et de tissus adipeux d’animaux
terrestres ou marins (Salas et al., 2009). Dans la catégorie des huiles, nous trouvons
principalement les huiles d’olive, de noix, d’arachide, de tournesol, de soja, de colza, du germe
de ble, de mais et des pépins de raisin. La qualité des huiles alimentaire est caractérisée par leurs
propriétés physiques, nutritionnelles, organoleptiques et sensorielles (Shahidi, 2005). Cependant,
un des principaux aspects qualitatifs d’une huile s’attache a sa composition ainsi qu’a sa stabilité
oxydative. Les huiles végétales représentent un vaste ensemble trés varié de corps gras d’origine,
de composition, de qualité et de golt differents. Celles-ci sont présentées selon leurs
caractéristiques physico-chimiques, leur mode de fabrication, leur composition en acides gras, en
vitamines, en composés mineurs, leur intérét nutritionnel et leurs usages. Toutes ont un intérét
différent (Lecerf, 2011).

1.2.1. Classification des huiles

Les huiles végétales se définissent essentiellement par leur origine et leur composition en acides

gras qui sont trés différentes d’une huile a 1’autre.
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1.2.1.1. Classification selon leur origine

Karleskind (1992) subdivise les huiles et les graisses alimentaires en plusieurs classes :

-Huiles végétales fluides : huiles d’arachide, de colza, de germe de mais, de tournesol, de soja,
d’olive, de noix et de pépins de raisin.

-Huiles végétales concretes (ou graisses) : huile de coprah (provenant de la noix de coco), huiles
de palme et de palmiste.

-Huiles et graisses d’origine animale terrestres : saindoux (graisse de porc), suif (graisse de beeuf
ou de mouton), huile de cheval et graisse d’o.ie.

-Huiles et graisses marines : mammiféres marins (baleine) et de poissons (sardine, hareng, etc.).

-Corps gras élaborés : beurres et margarines.

1.2.1.2. Classification selon leur composition en acides gras

Selon leurs compositions en acides gras, les huiles végétales se repartissent entre différentes
familles. Selon les critéres de caractérisation de ces familles, elles peuvent étre plus ou moins
nombreuses (Alais et al., 2003 ; Dubois et al., 2008) ; mais il en existe quatre principales (Figure
13).

-Huiles saturées telle que 1’huile de coprah avec 90% d’acides gras saturées ;

-Huiles riches en acides gras saturés et en acide oléique telle que I’huile d’olive avec
respectivement 14% et 81%, I’huile d’arachide avec 19% et 50% ;

-Huiles riches en acides gras polyinsaturés telle que I’huile de carthame avec 75%, 1’huile de
noix avec 72%, I’huile de pépins de raisin avec 69%, I’huile de tournesol avec 64% et ’huile de
soja avec 58% ;

-Huiles intermédiaires telle que 1’huile de colza avec 33% de polyinsaturés, 60% d’acide oléique

et 7% d’acides saturés.
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Figure 13. Classement des huiles végétales en fonction de leur composition en acides gras (%
saturés AGS, monoinsaturés AGMI et polyinsaturés AGPI (Cuvelier et Maillard, 2012)

1.2.2. Composition chimique des huiles végétales

Les huiles végétales sont composées d’une grande variété de constituants que la figure 14

présente de facon panoramique.

Les triglycérides sont tres largement majoritaires (95-99%) : ils sont composés de glycérol (3-5
%) et d’acides gras (90-95 %).

D’autres constituants sont naturellement présents en plus faible quantité : des lipides a caractere
polaire tels que les phospholipides, de stérides et de cérides (0,1-0,2 %) et des composés dits
insaponifiables appartenant a une fraction non glycéridiques (0,1 a 3 %) principalement
représentés par les stérols et les tocophérols mais contenant également des caroténoides, des
alcools terpéniques, du squaléne, des composés phénoliques, etc. (Morin et Pages-Xatart-Pares,
2012).
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Corps gras
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Acides gras Glycérol Naturels Indésirables
013% Contaminants
Insaponifiables 0,1-0.2% Composes
| daltération
Aliphatique Terpénique Lipides polaires Composés maintents &
- Alcools gras - Stérols - Phospholipides et de traces (qualit
- Hydrocarbures - Tocophérols - Sphyngolipides securite sanitaire) par
- Cires.d... - Squaléne - Glycolipides bonnes pratiques de
- Alcools terpéniques fabrication et controles
- Caroténes

Figure 14. Composition panoramique des corps gras et importance relative des principales
classes de composés (Morin et Pages-Xatart-Pares, 2012)

1.2.2.1. Constituants majeurs

Les triglycérides représentent 90 a 99% de lipides simples apolaires, ce sont des triples esters
d’acide gras et de glycérol (Cuvelier et Maillard, 2012). Les acides gras sont les principaux
composeés des huiles végétales.

Les huiles végétales se définissent essentiellement par leur composition en acides gras qui est tres
différente d’une huile a I’autre (Tableau 3). Elles n’ont cependant pas une composition fixe, car

elles varient selon les arrivages, la génétique, la culture des plantes et les saisons (Lecerf, 2011).
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Tableau 3. Pourcentage des acides gras dans quelques huiles végétales (Harwood et Aparicio,
2000 ; Morin et Pages-Xatart-Pares, 2012)

Huile Huile Huile de Huile Huile Huile de
Acides Gras d’olive de colza noix de de mais de coton tournesol
Myristique <0,05 0,1-0,2 16(,:5?-0200,8 0-0,3 0,6-1,0 0-0,1
Palmitique 7,5-20,0 3,0-5,0 8,2-10,2  9,1-16,8  21,0-26,8 5,5-7,7
almitoléique 0,3-3,5 0,2-0,6 0-0,3 0-1,3 0-0,3
Stéarique 0,5-5,0 1,0-2,0 2,3-3,4 1,4-3,0 2,0-3,3 2,8-6,5
Oléique 55,0-83,0 52,0-67,0 4,3-81 20,0-38,0 14,0-22,0 14,0-38,0
Linoléique 3,5-21,0  16,0-24,8 0,7-2,0  39,5-65,0  46,5-58,0 48,2-74,2
Linolénique <0,9 6,5-14,0 O-tr 0,6-1,4 0-0,4 0-0,1
Arachidique <0,6 0,2-0,8 0,1 0,3-0,7 0,2-0,5 0,2-0,4
Béhénique <0,2 0,1-0,5 0-0,5 0-0,6 0,7-1,3
Lignocérique <0,2 0-0,2 0-0,3 0-0,4

tr : trace

1.2.2.2. Constituants mineurs

La fraction mineur ou fraction insaponifiable représente 0,2 a 2% d’un lipide non raffiné. Ses
constituants chimiques sont extrémement variés en nature et en proportions (Harwood et Ramon,
2000). Ces composés, bien que mineurs quantitativement, ils jouent un réle nutritionnel de
premiére importance. Une grande partie des propriétés biologiques des huiles est attribuée a la

partie insaponifiable (Lecerf, 2011).

Les principaux constituants de cette fraction sont des hydrocarbures divers, des composes
terpéniques (alcools triterpéniques, stérols,...), des vitamines liposolubles (vitamines A, D, E
(tocophérols et tocotriénols)), des polyphénols, des caroténoides et des constituants extrémement

divers.

Les teneurs moyennes en composés insaponifiables des principales huiles végétales sont données
dans le tableau 4 (Karleskind, 1992).
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Tableau 4. Teneurs en insaponifiable de quelques huiles végétales (Karleskind, 1992)

Huile Teneur en Huile Teneur en
insaponifiable (%) insaponifiable (%)

Tournesol 0,5-1,5 Citrouille 1,2

Colza 0,7-1,8 Courge 2,1

Soja 0,5-1,6 Melon 1,0
Mais 0,8-2,0 Germe de blé 3,040
Pépins de raisin 0,8-1,5 Arachide Afrique 0,6-1,0
Carthame 1,0-1,5 Arachide Amérique du sud 0,6-0,9
Sésame 0,5-1,5 Coton 0,6-1,5
Oeillette 0,5-1,3 Coprah 0,6-1,5
Lin 0,3-1,2 Palmiste 0,3-0,8
Amande 0,3-1,2 Beurre de cacao 0,3-0,5
Noisette 0,5-0,7 Olive vierge 0,4-0,8
Noix 0,5-1,0 Palme 0,5-1,2
Pépin de cassis 1,0-1,2 Avocat 1-12,0

1.2.3. ROle des huiles vegétales

Les huiles végétales jouent un rdle essentiel dans notre alimentation. Elles assurent tout d’abord
une fonction nutritionnelle : elles contribuent a I’apport d’énergie, sont sources d’acides gras
indispensables, en particulier d’acide linoléique (C18:2, précurseur des oméga-6) et d’acide
alpha-linolenique (C18:3, précurseur des omeéga-3), et participent a I’apport et au transport de
vitamines liposolubles (dont E, D et pro-A) et d’autres constituants d’intérét nutritionnel comme
des phytostérols ou des composés phénoliques (cas de I’huile d’olive notamment) (Cuvelier et

Maillard, 2012).

Elles contribuent a la qualité organoleptique des produits, leur apportant une texture onctueuse,
crémeuse, fondante, un aspect brillant et une flaveur spécifique. Enfin, elles assurent des
fonctions technologiques, en particulier comme moyens de transfert de chaleur en cuisson
(exemple des huiles de friture), agents d’enrobage et de démoulage ou comme supports d’ardmes

et de colorants lipophiles (Cuvelier et Maillard, 2012).
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2. Evaluation de I’état d’oxydation des huiles végétales

Les huiles végétales, du fait de leur richesse en acides gras mono- et/ou polyinsaturés, sont

sujettes a des réactions chimiques telles que I’isomérisation et I’oxydation des acides gras

(Cuvelier et Maillard, 2012).

L’oxydation des lipides est une cause majeure de dégradation des aliments lors de leur fabrication
et de leur conservation. Elle affecte les acides gras insaturés présents dans les huiles, les graisses
ou les lipides de structure (Villiére et Genot, 2006). L’oxydation des lipides est, en effet, I'une
des causes principales de détérioration des aliments pendant leur stockage ou leur cuisson. Elle
affecte les huiles et les graisses en I’¢tat, les lipides constitutifs des aliments, altére les
composants liposolubles tels que certaines vitamines et pigments et conduit également a des
détériorations des constituants non lipidiques (Croguennec, 2006).

L’oxydation des lipides pose particuliecrement probléme dans les aliments contenant des AGPI,
dans les aliments soumis a des traitements thermiques (friture) ou encore dans les aliments ayant
une grande surface de contact avec I’oxygéne. Elle survient sans exception dans tous les aliments
contenant des lipides oxydables, aussi bien dans les produits a longue durée de conservation que

dans les produits a conservation plus courte.

2.1. Mecanisme d’auto-oxydation des lipides
2.1.1. Mécanisme général

L'oxydation des lipides est un phénomene qui peut résulter de trois voies réactionnelles en
fonction du milieu et des agents initiateurs (Figure 15): I’auto-oxydation catalysée par la
température, les ions métalliques, les radicaux libres; la photo-oxydation, en présence des
substances photo-sensibilisatrices, catalysée par I’oxygene singulet, et ’oxydation enzymatique

initiée par la lipoxygénase (Berset et Cuvelier, 1996).

L’auto-oxydation des lipides est une réaction dont les principaux mécanismes sont complexes
mais bien connus (Frankel, 2007). Il s’agit d’un enchainement des réactions radicalaires se

déroulant en trois étapes : initiation, propagation et terminaison (Figure 15).

La premiére de ces étapes est 1’étape d’amorgage ou initiation. Ces réactions, qui consistent en
I’arrachement d’un proton H° au voisinage d’une double liaison d’un acide gras (LH), vont

aboutir a la formation des premiéres molécules lipidiques radicalaires (radicaux alkyles L°).
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Les réactions d’initiation sont spontanées mais naturellement lentes en conditions douces. En
revanche, elles sont fortement accélérées par une élévation de la température, un éclairement du
produit ou encore la présence d’ions métalliques qui vont réagir avec des hydroperoxydes déja
présents dans I’huile pour former des radicaux initiateurs de ’oxydation (Rolland, 2004; Villiere
et Genot, 2006; Cuvelier et Maillard, 2012).

LH = Lipide insatur
(acide gras libre, triglyc ride, phospholipide)

Sensibilisateur

+ photons .
Oxp\:_iDo/;rT(‘::ON Ald hydes, ¢ tones, acides
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Figure 15. Schéma des réactions d’oxydation des lipides (Berset et Cuvelier, 1996)

La deuxiéme étape réactionnelle est 1’étape de propagation, au cours de laquelle les radicaux
alkyles L°, précédemment formés, réagissent avec I’oxygene dissous dans I’huile pour former des
radicaux peroxyle (LOO®). Ces derniers vont aller a leur tour arracher un H® a une autre molécule
d’acide gras, libérant alors un nouveau radical et formant un hydroperoxyde (LOOH) et de

nouveaux radicaux alkyle, engageant ainsi de nouveaux cycles réactionnels.

Les nouveaux radicaux qu’ils produisent, vont a leur tour alimenter 1’auto-oxydation des AGI ou
trouver pour cibles d’autres composés tels que les vitamines et les pigments (Rolland, 2004 ;

Villiére et Genot, 2006 ; Cuvelier et Maillard, 2012).

La troisieme étape est la terminaison : les especes radicalaires sont également a 1’origine de

réactions de scission, de cyclisation et de polymérisation. Ces réactions, dites de terminaison,
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vont donner naissance a d’autres composés secondaires dont les principaux sont résumés dans le

tableau 5.

Globalement, ce processus complexe aboutit a la formation de produits primaires
hydroperoxydes, radicaux libres, diénes conjugués, qui sont des molécules incolores et inodores
mais étant instables, en particulier en présence d’ions métalliques tels que Fe?" et Cu* ou & des
températures élevées, ils se décomposent en donnant naissance a une multitude de composés dits
secondaires, parmi lesquels aldéhydes, alcools, cétones, composés polaires et polymeres,...
(Pokorny, 2003; Cuvelier et Maillard, 2012).

Tableau 5. Produits secondaires d’oxydation des acides gras insaturés
(Kim et Min, 2008)

Classe Acide oléique Acide linoléique Acide a-linolénique
Aldéhydes Heptanal Pentanal Propanal
Octanal Hexanal Butanal
Nonanal Heptanal 2-Buténal
2-Décénal 2-Héptanal 2-Penténal
2-Undécénal Octanal Hexanal
Décanal 2-Octénal 2-Héxénal
2-Nonénal 2-Hepténal
3-Nonénal 2,4-Heptadiénal
2,4-Décadiénal 3,6-nonadiénal
4,5-Epoxy-2-décénal Décatriénal
Acides Acide heptanoique Acide heptanoique Acide heptanoique

carboxyliques

Acide octanoique

Acide 8-oxooctanoique

Acide 9-oxononanoique
Acide 10-oxodécanoique
Acide 10-oxo0-8-décenaique
Acide 11-ox0-9-undécenoique

Acide octanoique

Acide 8-oxooctanoique
Acide 9-oxononanoique
Acide 10-oxodécanoique
Acide 12-oxo0-10-décanoique
Acide 9,11-dodécadiénoique

Acide octanoique

Acide nonanoique
Acide 9-oxononanoique
Acide 10-oxodécanoique
Acide 12-0x0-9-
undécenoique

Alcools 1-Heptanol, 1-octanol 1-Pentanol, 2-octen-1-ol 2-Pentén-1-ol
Hydrocarbures Heptane Pentane Ethane
Octane Pentane

2.1.2. Facteurs influencant I’oxydation des lipides

Plusieurs facteurs vont intervenir pour favoriser ou au contraire freiner les réactions d’oxydation
des huiles. Il s’agit d’'une part de facteurs intrinséques tels que la composition en acides gras
insaturés, I’activité de 1’eau, la présence de pro-oxydants (ions métalliques, enzymes,..) ou

d’antioxydants naturels (tocophérols, caroténoides,..), et d’autre part de facteurs

environnementaux dont les principaux sont la température, la lumiére et la pression partielle en
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oxygéne (Tekaya et Hassouna, 2005 ; Choe et Min, 2006 ; Cuvelier et Maillard, 2012 ; Zungur et
al., 2014). Ces facteurs affectent de maniére interactive I'oxydation de I'huile et il n'est pas facile
de différencier l'effet individuel des facteurs (Choe et Min, 2006).

En effet, les conditions de stockage telles que la chaleur et la lumiére vont bien sr augmenter la
vitesse d’auto-oxydation. Mais celle-ci dépend en premier lieu de la composition en acides gras
de I’huile, en particulier en AGPI, et de sa composition en composés mineurs pro-oxydants tels
que des traces d’ions métalliques ou de pigments comme les chlorophylles. Au contraire,
I’oxydation est réduite en présence de tocophérols ou autres composés phénoliques antioxydants

(Choe et Min, 2006 ; Cuvelier et Maillard, 2012).

2.1.3. Conséquences de I’oxydation des lipides

L'oxydation des lipides est I'une des principales réactions délétéres au cours du stockage et du
traitement, qui affecte considérablement la qualité des huiles végétales (Smouse 1995 ; Tan et al.,
2001). Cela entraine une perte des qualités nutritionnelle, sensorielle et technologique (Matthdus
et al., 2010 ; Cuvelier et Maillard, 2012).

Le principal résultat de I'oxydation des lipides est la modification des propriétés sensorielles des
aliments, caractérisée par un changement de couleur et I'apparition d'un goQt désagréable, souvent
qualifié de rance (Velasco et Dobarganes, 2002 ; Choe et Min, 2006 ; Pragasam et al., 2015). Ces
odeurs, qui conduisent souvent au rejet de ’aliment par le consommateur, peuvent étre pergues
trés précocement. Elles sont liées a la formation de composés volatils aux seuils de détection
olfactifs treés bas. L oxydation des lipides peut également induire une modification de la couleur
des produits par co-oxydation des pigments qu’ils soient liposolubles ou hydrosolubles (Villiére
et Genot, 2006).

Au plan nutritionnel, ’oxydation des huiles conduit peu a peu a une perte de leur qualité, en
raison notamment de la dégradation partielle des AG indispensables et des vitamines, comme elle
peut produire des composeés toxiques et des polymeéres oxydés (Choe et Min, 2006 ; Cuvelier et
Maillard, 2012). Enfin, l'oxydation des lipides a été identifiée comme le principal facteur

responsable de la détérioration de la qualité de I'huile alimentaire.

Ses répercussions économiques peuvent étre importantes, car l'accumulation de produits de

détérioration peut encore accélérer les défaillances organoleptiques et réduire la valeur nutritive
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et donc l'acceptation par le consommateur (Matthdus et al., 2010 ; Cuvelier et Maillard, 2012 ;
Pragasam et al., 2015).

2.1.4. Méthodes de mesure de I’état d’avancement d’oxydation des lipides

L’état d’oxydation dans lequel se trouve une huile peut étre mesuré de diverses manicres, selon
que l'on dose [I’apparition des produits primaires d’oxydation (diénes conjugués,
hydroperoxydes) ou des produits secondaires (polymeres, composés volatils,...), la
consommation d’oxygene ou des acides gras insaturés. La diversité des techniques (titrimétrique,
colorimétriques, spectrométriques, chromatographiques,...) avec leurs limites, leurs sensibilités
et leurs spécificités rend difficile la comparaison des résultats. L’analyse sensorielle reste bien siir
la méthode de choix puisqu’elle est la seule a rendre compte parfaitement de I’ ¢état d’acceptabilité

mais elle reste lourde a mettre en ceuvre (Cuvelier et Maillard, 2012).

Chaque mesure apporte ainsi une information partielle sur un phénomene global, 1’idéal étant
d’évaluer 1’état d’oxydation par plusieurs méthodes complémentaires, permettant de suivre en
parallele la formation des produits primaires et secondaires. Il faut également avoir conscience
que I’oxydation est un phénomene évolutif, comme le schématise la figure 16, et qu’une mesure
seule, a un temps donne, ne permet pas toujours de rendre compte de 1’état réel d’oxydation, ni de
savoir a quel stade d’avancement des réactions on se situe.

Il est donc intéressant d’établir les cinétiques d’évolution des marqueurs d’oxydation, ce qui
permet de repérer le temps d’induction, c’est-a-dire le moment ol commence a apparaitre le
phénomene d’oxydation (Frankel, 1998 ; Cuvelier et Maillard, 2007).

Substrat Composés non volatils
Hydroperoxydes
|
=]
=
E - -
3 Compsés volatils
S
() N%
Initiation Propagation Temps

Figure 16. Evolution schématique de I’auto-oxydation des acides gras insaturés au
cours du temps (Cuvelier et Maillard, 2007)
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La mesure de 1’état d’oxydation dans lequel se trouve une huile a un temps donné ne permet en
général pas de prédire son évolution. En revanche, il est possible de mesurer son oxydabilité ou
sa résistance a 1’oxydation en mettant en ceuvre des tests accélérés de vieillissement. On peut
citer le test de Schaal ou a I’étuve, le test de Swift ou AOM (Active Oxygen Method) et des tests
plus récents, automatisés tels que Rancimat ou OSI, Oxidograph et Oxipress. Dans ces tests,
I’huile est soumise a des conditions favorisant les réactions d’oxydation : éclairage, élévation de

température, oxygénation (Rolland, 2004 ; Cuvelier et Maillard, 2012).
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3. Evaluation du potentiel antioxydant des huiles vegétales

L’oxydation est un phénoméne complexe, qui met en jeu des espeéces moléculaires tres réactives.
C’est un phénomeéne qui s’autoalimente, une fois que la réaction est initiée, les réactions en
chaine se poursuivent, et ne s’arrétent qu’une fois toute la matrice est oxydée. Seule
I’intervention d’agents de terminaison comme des antioxydants peuvent avoir une influence
(Rolland, 2004). Les antioxydants sont des réducteurs qui ralentissent et inhibent lI'oxydation des
lipides. lls peuvent agir sur différentes étapes de I'oxydation (Marc et al, 2004). Mais bien que le
terme « antioxydant » soit fréquemment utilisé, il est difficilement définissable car il couvre un
large nombre de molécules et des domaines tres divers comme 1’alimentation, 1’industrie

chimique et 1’industrie pharmaceutique.

3.1. Mécanisme d’antioxydation des lipides
3.1.1. Définition et mécanisme d’action des molécules antioxydantes

Un antioxydant est une molécule qui retarde ou empéche l'oxydation d'autres substances
chimiques. Il est défini comme « toute substance qui, en faible concentration par rapport au
substrat susceptible d’étre oxydé, prévient ou ralentit ’oxydation de ce substraty (Halliwell,
1999). Ainsi, un antioxydant peut augmenter la durée de vie d’un aliment et réduire les pertes en
vitamines et en acides gras essentiels.

Les antioxydants peuvent agir contre I’oxydation de deux maniéres distinctes : soit en protégeant
les lipides cibles des initiateurs de 1’oxydation, soit en interrompant la phase de propagation
(Léger, 2006). Dans le premier cas, les antioxydants sont dits préventifs (ou retardeurs ou encore
secondaires). Dans le second cas, les antioxydants sont dits briseurs de chaine (ou antiradicalaires
ou encore primaires) (Laguerre et al., 2007).

Les antioxydants primaires ou antiradicalaires sont des molécules capables de bloquer les
radicaux lipidiques L°, LO° et LOO® en transférant un atome d’hydrogéne et retardent ainsi le
phénomene d’oxydation :

LOO° + AH — LOOH + A®

L’antioxydant devient alors lui-méme porteur d’un radical (A°), mais a la différence des radicaux
lipidiques, il est peu réactif, ce qui stoppe la propagation radicalaire. Ce groupe d’antiradicalaires
est constitué presque exclusivement de composés phénoliques en raison de la grande stabilité

apportée par leur cycle aromatique. On trouvera ainsi dans ce groupe les additifs antioxydants,
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butylhydroxytoluene (BHT), le butylhydroxyanisole (BHA), et le tertio-bitylhydroxyquinone
(TBHQ) et les gallates de propyle (PG), mais aussi les tocophérols (vitamine E) et les
polyphénols végétaux (flavonoides, acides phénoliques, diterpenoides) (Berset, 2006).

Les antioxydants secondaires agissent par des mécanismes indirects tels que la chélation des ions
métalliques (EDTA et acide citrique), la réduction d’oxygéne (acide ascorbique) ou la
désactivation de 1’oxygéne singulet (caroténoides et beta-caroténe). On les appelle aussi
antioxydants préventifs car ils viennent compléter les moyens de prévention de 1’oxydation, ou
encore synergistes car ils sont souvent employés en combinaison avec les antiradicalaires dont ils

renforcent I’action (Cuvelier et Maillard, 2012).
3.1.2. Principaux antioxydants

Les antioxydants peuvent soit étre naturellement présents dans les huiles, par exemple la vitamine
E, les caroténoides et les polyphénols, ou étre ajoutés dans la composition tels que : le BHT, le
BHA, les PG et le TBHQ. Ces antioxydants, dits synthétiques, sont percus comme
potentiellement toxiques par les consommateurs et par conséquent, les antioxydants naturels leur
sont souvent préeférés (Shahidi et Zhong, 2005 ; Wanasundara et Shahidi, 2005). Pour répondre a
un besoin de naturalité, un grand nombre de sources végétales d’antioxydants a été exploré
depuis plusieurs décennies et tout récemment (Cinquanta et al., 1997 ; Wanasundara et Shahidi,
2005 ; Berset, 2006 ; Leger, 2006 ; Chira et al., 2008).

Seuls les antioxydants naturels et leurs mécanismes d’action seront évoqués ici, ceux-Ci étant

susceptibles d’étre naturellement présents dans les huiles végétales.

3.1.2.1. Les tocophérols

La grande stabilité des huiles végétales, dans les conditions d’oxydation, est due a la présence
d’un taux élevé d’antioxydants naturels dont les plus importants sont les tocophérols qui sont
présents en quantité non négligeable (Tableau 6), sous quatre formes isométriques : a, B, d et y
(Cuvelier et al., 2003 ; Gunstone, 2009). Ces composes ont, par ailleurs, beaucoup de similitudes
structurelles avec 4 autres molécules appartenant a la famille des tocotriénols : o, B, o et y -

tocotriénol (Cuvelier et al., 2003).
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Tableau 6. Teneurs en tocophérols et tocotriénols (mg/kg) dans les principales huiles végétales
(Cuvelier et al., 2003; Gunstone, 2009)

Type d’huile Tocophérols Toctriénols

o B+y A Total o B+y b Total
Palme 260 320 70 650 140 320 70 530
Tournesol 490 50 10 550 - - - -
Mais 110 650 20 780 - - - -
Soja 100 590 260 960 - - - -
Colza 170 650 20 780 - - - -
Olive 200 20 - 220 - - -

- Non détectable

Les tocophérols et tocotriénols sont des composés aromatiques possédant un noyau chromanol
(’atome de carbone 6 porte un groupement hydroxyle) substitué par une chaine a 3 unités
isopenténique condensees (Verleyen, 2002 ; Cuvelier et al., 2003). Les deux classes différent par
la présence de trois doubles liaisons dans la chaine latérale de la série des tocotriénols (Cert et al.,
2000). Les tocophérols different entre eux seulement par le nombre et la position des

groupements méthyles autour du noyau chromanol (Figures 17) (Cuvelier et al., 2003).

CH3
R, H CH3
H CH3s CHs CHs R1 R>
: CH
R, Tocophérols * N CHa
B: CHs H
CH d: H CHs
R, CHjs; v: H H
H CH3 CH3
R, Tocotriénols

Figure 17. Structure chimique de base des tocophérols et des tocotriénols (Laguerre et al., 2007)

Les tocophérols, plus présents, bien qu'en fraction mineure, sont intéressants en raison de leur
pouvoir antioxydant (en particulier vis a vis des acides gras polyinsaturés) et aussi vitaminique.
En effet, la forme a-tocophérol présente 1’activité vitaminique la plus importante (vitamine E),

tandis que 1’isomeére y-tocophérol est plus efficace comme antioxydant (Drissi et al., 2006).
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L’activité antioxydante des tocophérols est due a leur capacité a réduire les radicaux lipidiques et
ainsi a retarder le processus d’auto-oxydation. Son activité antioxydante repose principalement

sur I’existence du systéme de réduction tocophérol/tocophérylquinone.

En effet, les tocophérols peuvent réduire les radicaux peroxyles en cédant un atome d’hydrogéne
pour former un hydroperoxyde et un radical a-tocophérylquinone. Ce radical peut se combiner
avec un autre radical peroxyle dans une série de réactions de terminaison conduisant a un produit

d’oxydation non radicalaire (o -tocophérol peroxyde) (Verleyen, 2001).

3.1.2.2. Les composés phénoliques

Depuis une quinzaine d'années, chercheurs et industriels de l'agro-alimentaire s'intéressent de
plus en plus a une catégorie d'antioxydants, les polyphénols. Avec plus de 8000 structures
phénoliques connues, les polyphénols, ou composes phénoliques, constituent 1’une des plus

grandes familles de molécules omniprésentes dans le regne vegetal.

Les polyphénols sont des molécules organiques caractérisées, comme leur nom 1’indique par la
présence de plusieurs groupements phénols associés en structures plus ou moins complexes
généralement de haut poids moléculaire. Ces composés sont les produits du métabolisme
secondaire des plantes (Mochizuki et al., 2002; Hennebelle et al., 2004; Macheix et al., 2005 ;
Chira et al., 2008 ; Mehinagic et al., 2011).

Bien qu’étant trés diversifiés, les polyphénols présentent toutefois une structure commune : la
présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un

nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) (Macheix, 1996 ; Hennebelle et al., 2004).

Les polyphénols naturels regroupent un vaste ensemble de substances chimiques qui peuvent
aller de molécules simples, comme les acides phénoliques, a des composés hautement
polymérisés comme les tanins (Tableau 7) (Ismail et al., 2004 ; Macheix et al., 2005 ; Chira et
al., 2008).
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Tableau 7. Principales classes de composés phénoliques (Macheix et al., 2005)

Squelette Classe Exemple Origine (exemple)

carboné

Cs Phénols simples Catéchol Busserole

Ce-C1 Acides hydroxybenzoiques p-hydroxybenzoique Epices, fraises

Cs-Cs Acides hydroxycinnamiques  Acide caféique Pomme de terre
Coumarines Scopolétine Citrus

Ce-Cs Naphtoquinones Juglone Noix

Ce-C2-Cs Stilbénoides Resvératrol Raisin
Flavonoides

Cs-Cs-Cs Flavonols Kaempférol, quercétine  Fruits, légumes
Anthocyanes Cyanidine Fruits rouges
Flavanols Catéchine Raisin, pomme
Flavanones Naringénine Citrus
Isoflavonoides Daidzéine Soja, pois

(C6-Ca)2 Lignanes Entérodiol Bactéries intestinales

Cs-Ca)n Lignines Bois, noyau des fruits

(Ce-C3-Ce)n  Tanins condensés Procyanidol Raisins, kaki

a) Les acides phénoliques

Ils sont largement répandus dans les vegétaux. Ils se répartissent en deux groupes : les acides
hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques. Les acides hydroxybenzoiques sont
dérivés de 1’acide benzoique. Ces acides existent fréquemment sous forme d’esters ou de
glucosides dans les plantes, mais leurs formes libres sont parfois retrouvées en faibles
proportions. Les dérivés de I’acide hydroxybenzoique les plus répandus sont: p-
hydroxybenzoique, protocatéchique, vanillique, gallique, syringique, etc. Ces acides ont une

structure generale de base de type (C6-C1) comme le montre la Figure 18 (Macheix et al., 2005).

Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe trés importante dont la structure de base
(C6-C3) dérive de celle de I’acide cinnamique (Psotova et al., 2003 ; Macheix et al., 2005).
Comme les acides hydroxybenzoiques, les acides hydroxycinnamiques sont rarement présents a
I’état libre mais sont généralement combinés a d’autres molécules organiques formant des esters,
des phénolamides ou des glucosides. Les molécules de base de la série hydroxycinnamique sont
I’acide p-coumarique, 1’acide caféique, I’acide férulique et I’acide sinapique (Figure 23)
(Macheix et al., 2005).

45



Deuxiéme partie : Le fruit de Quercus pour la production d’une huile alimentaire
Etude bibliographique

R: Ri1
> o)
HO HO 0
. \_/
R, R, OH
Dérivés de I’acide benzoique Dérivés de I’acide benzoique

Composé R, R, Compose R, R,
Acide p-hydroxybenzoique | H H Acide p-coumarique H H
Acide vanillique H OCHjs | Acide féruligue H OCH,
Acide syringique OCH; | OCHgs; | Acide sinapique OCH; | OCH,
Acide gallique OH OH Acide caféique OH OH

Figure 18. Structure chimique de quelques acides phenoliques (Macheix et al., 2005)

b) Les flavonoides

Les flavonoides sont les plus abondants parmi tous les composés polyphénoliques. Ils ont tous la
méme structure chimique de base, ils possedent un squelette carboné de 15 atomes de carbones
constitué de deux cycles aromatiques qui sont reliés entre eux par une chaine en C3 en formant

ainsi I'nétérocycle central de type pyrane (Figure 19) (De Souza, 2004 ; Chira et al., 2008).

Figure 19. Motif chimique caractéristique des flavonoides (Macheix et al., 2005)

Cette classe, caractérisée par la méme structure (C15: C6-C3-C6), comprend a elle seule
plusieurs milliers de molécules regroupées en plus de dix classes. C’est la structure de
I’hétérocycle central et son degré d’oxydation qui permettent de distinguer les différentes classes

de flavonoides : flavones et flavonols, anthocyanidines, flavonones, flavanes (Marais, 2006).
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c) Lestanins

Les tanins sont des métabolites secondaires importants dans le regne végétal. Ils représentent une
classe trés importante de polyphénols (Figure 20). La structure chimique de ces polyphénols leur
confere une capacité trés développée a se fixer sur toutes sortes de molécules, essentiellement les
protéines (Zimmer, 1996; Chira et al., 2008). Les tanins sont classiquement divisés en deux
groupes, tanins hydrolysables (qui donnent aprés hydrolyse soit de I'acide gallique, soit de ’acide
ellagique) et tanins condensés ou proanthocianidines (constitués de la condensation des dérivés
flavane) (Macheix, 1996).

OH
HO OH
OH
© ? © OH
ne 0/&,
o
o o
S OH
HO o S
OH
HO OH OH
OH HO OoH

Figure 17. Structure chimique des tanins (Macheix et al., 2005)

Il est admis que les composés phénoliques sont des antioxydants efficaces, et plus
particulierement les acides phénoliques et les flavonoides. Leur activité antioxydante est
principalement due a leurs propriétés redox, qui peuvent jouer un réle important dans I'absorption
et la neutralisation des radicaux libres (hydroxyles, superoxydes et peroxyles) par transfert
d’hydrogéne (Zheng et Wang, 2001; Javanmardi et al., 2003). En effet, la propriété anti-
radicalaire des polyphénols est étroitement liée a leur structure, en particulier au phénomene de
délocalisation électronique exercé par les noyaux aromatiques qui permet une stabilisation
supplémentaire des radicaux libres (Cuvelier et al., 1992). De nombreuses études ont établi des
relations entre la structure des polyphénols et leur capacité a piéger les radicaux libres (Cuvelier
et al., 1992 ; Pietta, 2000 ; Goupy et al., 2003 ; McPhail et al., 2003). De ces données, il ressort
que la présence d'un groupement hydroxyle (ortho-diphénol ou 1,2-dihydroxybenzene) est le

déterminant majeur de l'activité redox des polyphénols.
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3.1.2.3. Les caroténoides

Les caroténoides sont des pigments naturels synthétisés par les plantes. On les trouve dans un
grand nombre de fruits et légumes (Rivera et Canela-Garayoa, 2012). Chimiquement, les
caroténoides peuvent étre des hydrocarbures purs appelés caroténes : lycopene, f-caroténe... ou
posséder un groupement fonctionnel oxygéné et dans ce cas, appelés xanthophylles :
astaxanthine, lutéine... (Figure 21) (Stahl et Sies, 2003 ; Laguerre et al., 2007). Les caroténoides
absorbent fortement dans le domaine du visible et se présentent sous plusieurs formes (a, et v)
dont la plus abondante est le B-caroténe (précurseur biochimique de la vitamine A) (Rivera et

Canela-Garayoa, 2012).

Figure 18. Principaux caroténoides antioxydants (Laguerre et al., 2007)

La structure des caroténoides, en particulier le systeme de double liaison conjuguée, donne lieu a
de nombreuses propriétés fondamentales de ces molécules (Young et Lowe, 2001). En effet, les
caroténoides sont des molécules trés efficaces pour piéger 1’oxygeéne singulet (Laguerre et al.,
2007), ils sont considérés parmi les inhibiteurs les plus efficaces de la photo-oxydation induite

par les pigments chlorophylliens (Tekaya et Hassouna, 2007).

Les caroténoides exercent leur activité antioxydante par I'intermédiaire de plusieurs mécanismes
distincts bien que probablement complémentaires (i.e. antioxydant briseur de chaine et piégeur

d’oxygene singulet). Ce dernier mode d’action s’exerce par la désactivation de 1'oxygeéne singulet
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et les radicaux peroxyles (Young et Lowe, 2001 ; Stahl et Sies, 2003 ; Laguerre et al., 2007).
L'énergie de l'oxygéne singulet est transférée a la molécule de caroténoide pour donner un
oxygene a I'état fondamental et un caroténe excité. L’exces d’énergie de son état excité (f-
caroténe™) est dissipé au travers d’interactions vibrationnelles et rotationnelles avec le solvant ou
leur environnement et par ce mécanisme de dissipation de 1’énergie sous forme de chaleur, le -
caroténe régénéré peut commencer un nouveau cycle de piégeage de 1’02 (Stahl et Sies, 2003;

Laguerre et al., 2007).

3.1.3. Méthodes d’évaluation in vitro de I'activité antioxydante

De maniére générale, les méthodes d’évaluation in vitro de I’activité antioxydante s’articulent
autours de quatre composantes : (i) un substrat oxydable dont la dégradation oxydative peut étre
suivie par des méthodes physico-chimiques ou sensorielles, (ii) un milieu, permettant la mise en
contact des différentes composantes, (iii) des conditions d’oxydation, permettant d’oxyder le
substrat, ainsi que (iv) des substances antioxydantes, dont on souhaite évaluer leur aptitude a

proteger le substrat oxydable.

Dans un tel systeme de tests, la mesure du pouvoir antioxydant passe nécessairement par
I’évaluation du degré d’oxydation du substrat lipidique, en présence ou en absence d’une
molécule ou d’un extrait végétal potentiellement antioxydant. Une stratégie de mesure idéale
consisterait a évaluer de manicre fiable et rapide les meilleurs marqueurs de I’oxydation, en
termes de spécificité et de représentativité du processus oxydatif. Cependant, toute la difficulté a
mettre en ceuvre une telle méthode repose sur la complexité des mécanismes d’oxydation et

d’antioxydation (Laguerre et al., 2007).

A T’heure actuelle, il existe différentes méthodes d’évaluation de la capacité antioxydante et du
stress oxydant. Cependant, compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature
diversifiée des antioxydants, avec des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, ces
méthodes ne sont pas standardisées et de réferences pour mesurer la capacité antioxydante des
aliments (Popovici et al., 2009). 11 n’ya donc pas une méthode universelle simple de mesure et de
quantification exacte de I’activité antioxydante. Le plus souvent, il faut combiner les réponses de
tests différents et complémentaires pour avoir une indication sur la capacité antioxydante de

I’échantillon a tester.
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Ces tests peuvent se diviser en deux catégories : les tests mesurant le transfert d’électrons ou
d’hydrogene vers un composé coloré stable facile a détecter (test de réduction du radical DPPH®,
test TEAC de réduction du radical-cation ABTS®"), et ceux faisant intervenir une compétition
entre I’antioxydant et une cible a protéger (pigments, lipides) (test ORAC, test de décoloration du

[S-carotene).
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Chapitre I1: Matériel et Méthodes
1. Etude phytochimique des huiles de Quercus

De I’étude bibliographique précédente (premiére partie), il semble que les fruits de Quercus
présentent un intérét important, que ce soit par rapport a leur potentiel nutritionnel ou de leurs
vertus alimentaires. Nous rapellons que le choix particulier porté sur trois espéces de Quercus
tient compte a la fois de leur localisation géographique, leur disponibilité et la rareté des études
sur les huiles extraites de leurs fruits (le gland). Dans cette partie du travail, nous nous
intéresserons principalement a la caractérisation et a la détermination des différents composés des
huiles extraites a partir de ces fruits. L’extraction des huiles de gland et leur caractérisation
physicochimique ont été réalisees au niveau du laboratoire de Biotechnologie et Qualité des
Aliments (BIOQUAL), Département de Biotechnologie, INATAA, UFMCL.

1.1. Extraction des huiles de Quercus
1.1.1. Opérations de prétraitement

Toute opération d’extraction solide-liquide est précédée d’une ou plusieurs opérations de
préparation ou de prétraitement. Les opérations extractives peuvent, suivant les cas, se dérouler

soit sur du materiel végétal frais, soit sur du matériel végétal sec.

La poudre des glands frais renferme une importante proportion d’eau. Avant tout traitement de

cette poudre, elle a été convenablement lyophilisée et conservée a -20 °C jusqu'a utilisation.

L’objectif de la lyophilisation est de réduire la teneur en eau jusqu’environ 1-3%, pour inactiver
les enzymes lipolytiques qui pourraient provoquer une dégradation rapide de I'huile et faciliter sa
libération pendant I'extraction (favoriser les rendements d’extraction) (Bernardini, 1983;
Williams, 1997; Gutiérrez Alvarez, 2007).

1.1.2. Extraction de I’huile par « Soxhlet »

L’opération d’extraction peut se réaliser suivant différents procédés : soit mécanique soit
chimique. Industriellement, c’est le procédé par pressage au sein deS presses continues a vis qui
est le plus universellement utilisé car il est simple, continu et économique méme s’il offre un
moindre rendement et ne limite pas la présence d’impuretés (débris cellulaires, lécithines,...).

L’autre méthode d’extraction fait appel a un solvant organique apolaire ou polaire. D’un point de
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vue qualitatif et quantitatif, elle est a préférer car, méme si elle s’aveére plus onéreuse que les
procédés mécaniques, elle est plus avantageuse et conduit & une huile de bonne qualité, critére

important dans le cas d’une caractérisation de la matiére lipidique extraite.

A l'échelle du laboratoire, c'est le procédé chimique par percolation qui a été choisi pour extraire
les huiles de Quercus. L’extraction de I’huile a été réalisée selon la méthode « Soxhlet »
normalisée par AFNOR (NF ISO 8262-3, 2006), qui est la méthode de référence utilisée pour la
détermination de la matiére grasse dans les aliments solides déshydratés.

Sachant que les lipides sont insolubles dans 1’eau, mais solubles dans les solvants peu ou pas
polaires, il a fallu choisir un solvant sélectif vis a vis des huiles désirées, comme I’hexane, le
cyclohexane, I’éther de pétrole ou les solvants aromatiques (benzene, toluene,...). L’éther de
pétrole, mal défini au sens chimique et conduisant a des résultats moins reproductibles, a été
écarté et de méme pour les solvants aromatiques en raison de la haute toxicité de leur noyau
benzénique. L’extraction a I’hexane, étant la plus utilisée car normalisée (norme AFNOR NF V
03-905), a éte choisie.

Les glands broyés et lyophilisés ont €té placés dans une cartouche d’extraction en cellulose.

L’extraction de I’huile a été réalisée par I’hexane, a ’aide d’un dispositif Soxhlet.

Apres filtration et évaporation du solvant, I’huile brute a été conservée dans des bouteilles brunes
a +4°C pour des manipulations ultérieures. Pour chacune des espéces étudiées, différents temps
d’extraction, de 2 heures a 6 heures, ont été testés afin de déterminer les conditions optimales

d’extraction par rapport au rendement d’une part, et la qualité des huiles extraites d’autre part.

La figure 22 récapitule les différentes étapes de ’extraction des huiles de Quercus.
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Extraction de I’huile par « Soxhlet »

Evaporation du solvant

Figure 22. Diagramme récapitulatif des différentes étapes d’extraction de 1’huile de Quercus

1.1.3. Rendement en huiles

Le rendement en huiles (Rh) a été déterminé aprés extraction. C’est le rapport entre la masse de

I’huile extraite en gramme (m) et la masse de la matiére végétale (mo) utilisée durant I’extraction

en gramme (g). Il est exprimé en pourcentage et il est calculé par la formule suivante:

1.2. Caractéristiques

Rh = m/m.100

physico-chimiques

Dans le but d’évaluer la qualité des huiles extraites, nous nous sommes intéressés a 1’étude de

leurs propriétés physicochimiques, en particulier, I'extinction spécifique dans I'UV, les indices de

réfraction, d’acide, de

peroxyde, d’iode et de saponification ainsi que la teneur en matieres
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insaponifiables. Ces parametres ont été determinés en se référant aux méthodes officielles AOCS
(AOCS, 1996).

1.2.1. Indice de réfraction

L’indice de réfraction (IR) est particulierement utile car il renseigne sur I’état de dégradation
d’une huile. La détermination de cet indice a été effectuée grace a un réfractometre préalablement
taré a I’aide de 1’eau distillée, permettant l'estimation des indices de réfraction a 0,0002 prés. La

température de référence, étant donnée la nature des huiles extraites, a été fixée a 20°C.

1.2.2. Extinction spécifique dans I'UV

Le balayage spectrophotométrique dans ’ultraviolet permet la détection des produits d’oxydation
des acides gras insaturés. Il correspond a I’absorption maximale des systémes diéniques et
triéniques conjugués qui résultent de la décomposition de I’huile. Les hydroperoxydes (diénes
conjugués) peuvent étre appréciés par leur absorption spectrophotométrique aux environs de 232
nm (Kiritsakis et al., 2002).

Ces peroxydes évoluent avec le temps et donnent lieu a la formation de divers produits (dicétones
et cétones insaturés) qui absorbent vers 270 nm. Le degré et le stade d'oxydation d'une huile
peuvent donc étre évalués par des coefficients d'absorption de la lumiere dans l'ultraviolet appelés
absorbances spécifiques Kzs2 et Ka7o (Kritsakis et Christie, 2000).

Le principe consiste a mesurer I’absorbance de I’huile de Quercus en solution dans un solvant
(hexane) par spectrophotométrie dans I’'UV aux longueurs d’ondes 232 et 270 nm.

Cette analyse prévoit aussi la détermination de la variation de 1’extinction spécifique AK selon

I’équation suivante : AK = Ka7o - (K26 + K27s) / 2.

1.2.3. Indice d'acide

L’indice d’acide (IA) est la quantit¢ de KOH en milligrammes nécessaire pour neutraliser
’acidité contenue dans 1 g de corps gras. Il correspond a la teneur en acides gras libres contenus
dans I’huile. Cette caractéristique rend compte de I’état de dégradation d’une huile dans la
mesure ou les acides gras libres sont des produits de dégradation et plus particulierement

d’hydrolyse des triglycérides, constituants majoritaires de I’huile.
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Une prise d’essai d’huile est mélangée avec 30 ml d’éthanol préalablement neutralisé et quelques
gouttes de phénolphtaléine, puis titrée avec une solution d’hydroxyde de potassium 0,1 N,
jusqu’a apparition d’une coloration rose péle persistante pendant 10 secondes environ.
L'indice d'acide est donné par la formule suivante :

IA=(56,1xVv)/E
Ou:
v : volume de la solution éthanolique de KOH en ml.

E : masse de la prise d'essai en grammes.
56,1 : masse molaire de KOH

1.2.4. Indice de peroxyde

C’est le nombre de microgrammes d’oxygene actif contenu dans un gramme de produit capable
d’oxyder I'iodure de potassium avec libération d’iode. Cet indice refléte I’état d'oxydation de
I’huile et permet de prévoir une détérioration ultérieure des qualités organoleptiques de I’huile.
L’indice de peroxyde (IP) est mesuré par la mise, dans un ballon bien séché, d’une solution de 3
g d’huile dans 12 ml de chloroforme et 18 ml d’acide acétique (2:3, V/V) a laquelle 1 ml d’une
solution saturée de KI est ajouté. Le ballon est aussitdot bouché, agité durant 1 mn et le laissé
encore 1 mn a labri de la lumiére puis 75 ml d'eau distillée et quelques gouttes d’empois
d’amidon sont ajoutés (apparition d’une couleur violette). A la fin, un titrage est réalisé par la
solution de Na»S»03 & 0,01 N jusqu’a la disparition de la couleur violette. Un essai a blanc est
réalisé dans les mémes conditions en remplagant 1’huile par de 1’eau distillée.
L'indice de peroxyde est exprimé selon 1’équation suivante :

IP (meq O2/kg d'huile) = 1/8 x 8000 x ((v - Vo) / E)
Ou:
E : masse de la prise d'essai en gramme

v : volume de solution de thiosulfate de sodium exprimé en ml.
Vo : volume de solution de thiosulfate de sodium pour l'essai & blanc

1.2.5. Indice d’iode

L’indice d’iode (II) d’'une matiere grasse est le nombre de grammes d’halogene exprimé en iode
fixé par 100 grammes de corps gras. Le principe de sa détermination est basé sur la fixation
d’halogenes par les doubles liaisons des acides gras insaturés, il permet donc d’évaluer le taux

des insaturations moyennes de I’huile.
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Une quantité de 0,2 g (4 a 5 gouttes d'huile) d’huile est solubilisée dans 20 ml du cyclohexane. A
cette solution, 10 ml du réactif de Wijs ont été ajoutés exactement. Le mélange est bouché et mis
dans un endroit sombre pendant 45 min et agité de temps en temps. Une fois le temps écoulé,
15ml d’une solution d’iodure de potassium 10% (KI) et 100 ml d’eau distillée sont ajoutés au
melange précédent puis, I’excés d’iode est titré par une solution de thiosulfate de sodium

Na2S203 (0,1 N) en présence d’empois d’amidon.

L’indice d’iode est donné comme suit :

Ii (g d’iode fixé/g d’huile)= (0,1296 N (V1-V2)) / M
Ou:
V1 : volume, en millilitres, de la solution Na>S>0s utilisé pour I’essai a blanc
V> : volume, en millilitres, de la solution Na>S»0s utilise pour la détermination
N : Normalité.

0,1296 : nombre de gramme d’iode correspondant a 1ml
M : masse, en gramme, de la prise d’essai

1.2.6. Indice de saponification

L’indice de saponification (IS) correspond au nombre de milligrammes d’hydroxyde de
potassium nécessaires pour la saponification d’un gramme de corps gras. Sa valeur nous permet
d’estimer les longueurs des chaines de carbone des acides gras constituant I’huile d’une part, et
de calculer les masses moléculaires moyennes des acides gras et des triglycérides qui renferment
I’huile d’autre part.
Une quantité de 1g d’huile est saponifiée a reflux par 25 ml de KOH éthanolique (0,5N) pendant
une heure. L’excés du KOH est neutralisé par une solution d’acide chlorhydrique (HCI) (0,5N) en
présence de phénophtaléine comme indicateur coloré. Un essai a blanc est réalisé dans les mémes
conditions sans I’huile.
L’indice de saponification est donné par la formule suivante :

IS (mg KOH/g d’huile) = N. (Vo-V1) X 56,1/M
Ou:
Vo: volume de HCI en ml dans le test a blanc en ml
V1 : volume de HCI en ml nécessaire pour neutraliser ’excés de la potasse
M : masse d’huile prise en gramme

N : normalité de la solution potassique.
56,1 : masse molaire de KOH
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1.2.7. Teneur en insaponifiables

On entend par matieres insaponifiables (TI) toutes les substances présentes dans un produit qui,
apres saponification de celui-ci par I’hydroxyde de potassium et extraction par un solvant
specifié, ne sont pas volatiles dans les conditions opératoires spécifiées (Karleskind, 1992). Cet
ensemble représente généralement une fraction mineure de 1’ordre de 0,5 a 2 %. Malgré sa teneur
infime, les constituants chimiques de 1’insaponifiable peuvent étre extrémement variés en nature

et en proportions (Lecerf, 2011).

L’isolement de I’insaponifiable des huiles de Quercus a eté réalise suivant les méthodes
officielles (AOCS, 1996). Le principe de cette méthode est basé sur la saponification d’une prise
d’essai (5 g d'huile) par 50 ml d’une solution éthanolique d’hydroxyde de potassium KOH (2 N)
a ébullition sous reflux. Aprés ajout de 50 ml d'eau distillée, la solution froide est extraite 3 fois
par 70 ml d’éther diéthylique suivie d'un lavage avec I’eau distillée. Le lavage a lI'eau distillée (50
ml) est poursuivi jusqu'a PH neutre (élimination totale de la fraction saponifiable). La phase
organique est ensuite filtrée sur sulfate de sodium anhydre puis évaporée a sec sous pression
réduite. Le résidu ainsi obtenu est seché a 103 + 2 °C pendant 15 minutes puis refroidi dans un

dessiccateur jusqu'a poids constant. Ce résidu constitue la fraction insaponifiable.

La teneur en matieres insaponifiables est égale a :
TI = (m1/mo) x 100
Ou:
m;z : masse du résidu séché en gramme
Mo : masse de la prise d'essai en gramme

57



Deuxieme partie : Le fruit de Quercus pour la production d’une huile alimentaire
Matériel et Méthodes

2. Etude de la composition des huiles de Quercus

Peu d’études antérieures ont été menées sur la composition de I’huile de Quercus (Ledn-
Camacho et al., 2004 ; Charef et al., 2008 ; Al-Rousan et al., 2013). A notre connaissance, les
données sur ces huiles ne sont pas complétes, et il n’existe pas d’études exhaustives sur la
composition détaillée de cette huile. Ce manque de données semble étre un handicap pour la
valorisation de ces fruits qui restent malheureusement sous-exploitées. Dans cette optique,
I’objectif du présent chapitre est de contribuer a la connaissance de la composition de cette huile.
Les travaux présentés dans cette partie du travail ont été menés au sein de laboratoire
« DI.S.S.P.A », Département des Sciences du Sol, des Plantes et de I'Alimentation, Université de

Bari, Italie.
2.1. Analyse des acides gras

Les acides gras peuvent étre analysés sous forme libre, mais généralement ils sont analyses apres
leur transformation en esters méthyliques (EMAG). Ces derniers ont une volatilite plus élevée et
une polarite plus faible (Aparicio et Aparicio-Ruiz, 2000).

Toutefois étant donné que les acides gras sont naturellement estérifiés en glycérol sous forme de
triacylglycerols, leur separation par la chromatographie en phase gazeuse est tres difficile, vu que
ce type de chromatographie est utilise pour la séparation de molécules de faible masse
moléculaire et de faible polarité ou apolaires. Il est donc nécessaire de les séparer du glycérol et
de les estérifier a un alcool gras plus Iéger que ce dernier, qui va les rendre plus volatils. L’alcool

le plus adéquat et le plus léger est le méthanol, d’ou I’appellation «Méthylation » (Alais et al.,
2003).

L’identification des acides gras a été réalisée par Chromatographie en Phase Gazeuse munie d’un
Détecteur a lonisation de Flamme (CPG/FID), apres leur transformation préalable en Esters
Méthyliques des Acides Gras (EMAG).

2.1.1. Saponification et obtention des acides gras

Les acides gras sont transestérifiés par une solution d’hydroxyde de potassium méthanolique
suivant les méthodes officielles (AOCS, 1993).
La préparation des esters méthyliques est effectuée comme suit : une solution d’huile de 20 mg/1

ml dans I’hexane est transesterifiée par une solution méthanolique de KOH (2 N). Le mélange est
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soumis a un traitement par ultrason pendant 6 min a 20 °C. Les esters methyliques ainsi préparés
ont été ensuite injectés dans la colonne chromatographique.

2.1.2. Analyse des acides gras par CPG/FID

L’analyse des esters méthyliques des acides gras est réalisée selon le principe suivant : tout
d’abord, les esters méthyliques sont introduits dans I'injecteur. Le mélange se volatilise et passe
dans le circuit sous forme de gaz. Ce mélange gazeux est ensuite entrainé par le gaz vecteur et
pénétre dans la colonne chromatographique. La colonne est I'élément séparateur dont la paroi
intérieure est recouverte d'une mince couche séparatrice. En passant dans la colonne, les
constituants de I'échantillon interagissent avec cette couche. A la suite, ils sont captés par le
détecteur a ionisation de flamme. Une gamme de pics caractérisée par leurs temps de rétention et
leurs surfaces, permettent ainsi de déterminer I’identité et le pourcentage de chaque constituant.

Les substances séparées sont affichées sur le chromatogramme (Figure 23).

délectt;m DIF

régulateur de débit ~] ‘

[ ) [|| “ ]
..' \_.-‘\x R i
|
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gaz pour DIF

Figure 23. Schéma général d’un chromatographe en phase gazeuse couplé
a un detecteur a ionisation de flamme (Skoog, 2003)

Les esters méthyliques d'acides gras des huiles de Quercus sont analysés par un chromatographe
model Agilent 7890A Gas Chromatograph (Cernusco, MI, Italie) sur une colonne capillaire avec
Détecteur a lonisation de Flamme (FID).
Les conditions chromatographiques sont les suivantes :
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- Colonne capillaire FFAP-CB, longueur : 25 m, diamétre interne : 0,32 mm, épaisseur de
filme : 0,30um (Chrompack, Middleburg, The Netherlands).

- Gaz vecteur : Helium, débit 1ml/min

- Température de I’injecteur a 210 °C en mode split

- Température de détecteur a 220°C, température de four a 180 °C.

L’identification des esters méthyliques d'acides gras a été effectuée par comparaison des temps
de rétention avec ceux d'étalons, et la teneur en un constituant donné est exprimée en % de masse

des esters méthyliques.

2.2. Analyse des stérols

Les stérols font partie des constituants mineurs des huiles. Ce sont des composes tétracycliques
comportant 27 a 30 atomes de carbone dans lesquels une chaine latérale est attachée a la position
du carbone 17 et peut étre saturée ou comporter une ou deux doubles liaisons (Aparicio et
Aparicio-Ruiz, 2000 ; Giuffre et al., 2012). Dans le régne végetal, les stérols les plus abondants
sont le B-sitostérol, suivi du campestérol et du stigmastérol et ils sont représentés uniquement par
le cholestérol dans le regne animal (Giuffreé et al., 2012).

Les stérols constituent une part notoire de I’insaponifiable (30 a 60 %), ils se retrouvent dans
presque toutes les graisses et les huiles et ils sont aussi caractéristiques de l'authenticité des huiles
vegétales (Aparicio et Aparicio-Ruiz,2000). La détermination de la fraction stérolique est d’une
trés grande importance puisque elle intervient dans le controle de la pureté des corps gras. Cette
fraction est spécifique pour chaque corps gras et elle est utilisée comme traceur pour évaluer
’adultération des huiles (Aluyor et al., 2009).

Afin d’étudier les différents stérols composant les huiles extraites de Quercus, il a fallu

préalablement procéder a plusieurs opérations (Réglement Européen (CEE) N°2568/91):

2.2.1. Obtention de I’insaponifiable

L’isolement de [I’insaponifiable des huiles étudiées est réalis€ suivant le méme protocole
précédent (§ 2.2.7) avec l'ajout d'a-cholestanol comme étalon interne.

2.2.2. Préparation de la fraction stérolique par CCM

La séparation de la fraction stérolique de 1’insaponifiable a été réalisée par un fractionnement de
ce dernier par chromatographie sur couche mince préparative selon le protocole suivant : Une
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solution d'environ 5% d'insaponifiable est préparée dans le chloroforme et 300 pl de cette
solution ont été préleves et deposés avec une microseringue de 100 pl sur une plaque de silice
(d'épaisseur 0,25 mm) a 2 cm de I'extréemité inférieur. En alignement avec cette bande, 2 a 3 pl de
la solution étalon d'a-cholestanol ont été déposés afin d’identifier, aprés élution, la bande de
stérols. La plaque a été ensuite placée dans une chambre d’¢élution contenant le mélange éluant :
hexane/éther diéthyle (65/35 : v/v) et laissée éluer jusqu'a ce que le front de solvant atteigne
environ 1 cm du bord supérieur de la plaque. La plaque est ensuite retirée de la chambre d’élution
et le solvant est évaporé dans un courant d’air chaud ou laiss¢ pendant un moment sous une hotte.
La plaque a été ensuite pulvérisée légérement et uniformément avec la solution de 2,7-
dichlorofluorescein (0,2 % dans I’éthanol) et laissée a sécher. L'observation de la plaque dans
I’UV permettra d'identifier la bande de stérols par alignement avec la tache obtenue avec la
solution de standard.

En utilisant une microspatule meétallique, le gel de silice a été gratté au niveau des taches
marquées et les stérols ont été dilués dans 2 ml de chloroforme chaud. La solution obtenue a été
filtrée et le filtrat est lavé trois fois par 10 ml d’éther diéthylique et évaporé a un volume
denviron 4 a 5 ml. La solution résiduelle a été versée dans un tube a essai et séchée par un leger

courant d'azote gazeux, le résidu obtenu constitue la fraction stérolique.

2.2.3. Préparation de triméthylsilyléther

Etant donnée la relative polarité des stérols, pour s’assurer de leur plus grande stabilité, leur
dérivation en triméthylsilyléther (TMSE) a été nécessaire. La silylation a été directement
effectuée sur les fractions recueillies précedemment. Dans les tubes contenant les stérols, 50 pl
du réactif de silylation ont été ajoutés (pyridine-hexaméthyldisilazane-triméthylchlorosilane
9:3:1(VIVIV)). Agiter les tubes (sans se retourner) jusqu'a ce que les composés soient
complétement dissous. Laisser reposer au moins 15 minutes a température ambiante, puis
centrifuger pendant quelques minutes : la solution limpide (le surnageant) est préte pour I'analyse

par chromatographie en phase gazeuse.

2.2.4. Analyse des stérols par CPG/FID

L'analyse des stérols est opérée par CPG a l'aide de la méme colonne que celle utilisée pour
I’analyse des acides gras. Les conditions de fonctionnement maximal sont les suivantes:

= Gaz vecteur : Hélium, vitesse linéaire : 20-35 cm/s ;
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» Gaz auxiliaires : Hydrogéne, vitesse linéaire : 30-50 cm/SIT ;
* Programmation en température :
- Température de la colonne: 260+5 °C
- Température d'entrée: 280-300 °C
- Température du détecteur: 280-300 °C
= Quantité de substance injectée: 0,5 a 1 pl de solution de TMSE.

L'identification des pics individuels a été effectuée en comparant leurs temps de rétention avec
ceux des TMSE des stérols standards analysés dans les mémes conditions. Les concentrations des

stérols individuels sont exprimées en mg/kg d’huile et, en tant que stérols totaux, leur somme.

2.3.  Analyse des composés volatils

La saveur et l'ardme des huiles sont généres par un certain nombre de constituants volatils
présents a des concentrations extrémement faibles. La fraction volatile des huiles comprend des
hydrocarbures saturés, insaturés, aromatiques et terpeniques, ainsi que des alcools, aldéhydes,
esters et autres (Cert et al., 2000).

La séparation et I'identification des constituants volatils d’un extrait présentent bien moins
d’alternatives que sa préparation. En effet la chromatographie en phase gazeuse couplée avec la
spectrométrie de masse (CPG/SM) est la méthode de référence pour I’analyse des composes
volatils (Aparicio et Aparicio-Ruiz, 2000; Cert et al., 2000). Elle permet d’effectuer
simultanément la séparation et ’analyse de mélanges, qui peuvent étre trés complexes, de nature

et de volatilité tres variées.

En effet, ’analyse des composés volatils nécessite une étape préliminaire d'extraction et de
concentration pour enrichir les molécules d'intérét a un niveau détectable, comme I'exige la
technique analytique a utiliser (Schmidt et Podmore, 2015). La technique d’extraction dite par
SPME ("Solid Phase Micro Extraction™), inventée par Arthur et Pawliszyn en 1990, semble offrir
de nombreuses perspectives. C’est une technique de préconcentration performante, sans solvant,
suffisamment rapide et nécessitant une faible quantité d’échantillon (Blasco et al., 2004 ; Vas et

Vekey, 2004 ; Schmidt et Podmore, 2015).

L’extraction par SPME consiste en une adsorption et/ou un partage des molécules volatiles entre

la phase stationnaire de la fibre (fibre de silice fondue revétue d’un polymeére adéquat) et le
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milieu dans lequel elle est plongée. La méthodologie SPME inclut deux modes d’extraction
principaux: (i) une extraction directe (immersion de la fibre directement dans le liquide et les
molécules volatiles se partagent entre la fibre et I’échantillon liquide) ; (ii) une extraction de
I’espace de téte "Head Space™ (HS-SPME) ou la fibre est exposée dans 1’espace de téte au dessus
de I’échantillon (Figure 17-A). Dans ce processus, deux équilibres interviennent : 1’équilibre
échantillon-phase gazeuse et 1’équilibre phase gazeuse-fibre. Ce mode HS-SPME est largement
utilisé pour ’extraction des composés volatils et apolaires (Vas et Vekey, 2004 ; Jaraula et al.,
2008 ; Schmidt et Podmore, 2015). Apres 1’extraction, la fibre est rétractée dans l'aiguille, retirée
de I’échantillon et désorbée thermiquement directement dans un injecteur de chromatographe en

phase gazeuse (Figure 24).

Les composés volatils des huiles de Quercus ont eté analysés en utilisant la technique de micro-
extraction de 1’espace de téte en phase solide (HS-SPME) couplée a une chromatographie en
phase gazeuse/ spectrométrie de masse (HS/SPME -GC/MS) comme decrit par Caponio et al.
(2014).
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Figure 24. Représentation schématique de 1’analyse par SPME-GC/MS. A : principe de
I’extraction par HS-SPME, B : désorption thermique (Schmidt et Podmore, 2015)

2.3.1. Micro-Extraction en Phase Solide (HS-SPME)

L’extraction des composés volatils a été effectuée par la technique HS-SPME, pour absorber les
substances volatiles présentes dans I'espace libre équilibré. Une prise d’essai de I'huile a été

placée dans un flacon en verre scellé par des cloisons en silicone et des capsules a sertir en
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aluminium (VWR International, Radnor, PA, USA) et laissés s'‘équilibrer pendant 2 minutes sous
agitation. Apres le temps d'équilibrage, les substances volatiles ont été extraites en exposant une
fibre SPME (Supelco, Bellefonte, PA, USA) dans l'espace de téte de I’huile a 40 °C pendant 20
min (Tableau 8).

Tableau 8. Paramétres SPME optimisés pour 1’é¢tude de la fraction volatile des huiles de Quercus

Parametres Caractéristiques

Mode d’extraction « espace de téte »

Nature de la fibre DVB/CAR/PDMS (50/30 pum)
Quantité de I’huile 19

Agitation magnétique

Temps d’équilibre 2 min

Temps d’extraction 20 min

Température d’extraction 40 °C

2.3.2. Analyse par GC/MS

L’analyse a été effectuée par chromatographie en phase gazeuse couplée a une détection par
spectrométrie de masse (GC/MS). Aprés extraction, la fibre a été insérée dans l'orifice d'injection
(réglé a 230 °C) du chromatographe en phase gazeuse (modéle Agilent 6850), équipé d'un
spectrométre de masse (Agilent 5975 "Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA™) pour

la désorption thermique des substances volatiles pendant 2 min.

Les composes volatils ont été ensuite separés en utilisant une colonne capillaire polaire HP-
Innowax (60 m de longueur x 0,25 mm de diameétre x 0,18 um épaisseurs de film), dans les
conditions suivantes:
- Temperature de l'injecteur, 250 °C; débit de 1,5 ml/min.
- Programmation du four :
v 5mina 40 °C;
v' 4°C/minde 40 °Ca220°C;
v" 10 min a 220 °C
Le détecteur de masse a été réglé dans les conditions suivantes:
- Température de la ligne de transfert 280 °C;

- Température de la source d’ion 230 °C;
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- Energie d'ionisation 70 eV;

- Masse d’¢lectron d’ionisation 33-260 uma.
2.3.3. Identification des composeés volatils
Les substances volatiles ont été identifiées en comparant leurs spectres de masse et leurs temps de

rétention avec ceux des composes répertoriés dans la bibliotheque de spectres de masse.

Les quantités approximatives de chaque composé ont été déterminées par comparaison de sa
surface a l'intégrale des pics du chromatogramme ionique total et calculées en comparant la

surface du pic avec celle de I'étalon interne.

Les quantités de constituants individuels présents dans I'échantillon ont été calculées et exprimées
en pourcentage de la surface totale.
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3. Mesure de I’état d’oxydation des huiles de Quercus

La qualité est I'état actuel de I'acceptabilité de I'huile, tandis que sa stabilité est sa résistance aux
futurs changements au cours du traitement et du stockage (Warner et Eskin, 1995). La résistance
a l'oxydation peut étre exprimée comme le temps nécessaire pour atteindre le point critique de
l'oxydation, qu'il s'agisse d'un changement sensoriel ou d'une accélération soudaine du processus
d'oxydation. La stabilité a I’oxydation est un facteur trés important pour déterminer la qualité de

I’huile et sa durée de conservation, car des composés néfastes se forment lors de I’oxydation
(Choe et Min, 2006).

La stabilité a l'oxydation est une préoccupation majeure pour de nombreux chercheurs dans le
domaine des graisses et des huiles. Les études approfondies sur I'oxydation des lipides ont donné
lieu a de nombreuses découvertes dans le domaine de la transformation des graisses et des huiles
(Tan et al., 2001; Min et Boff, 2002). De nombreuses études ont été réalisees pour améliorer la
stabilite a lI'oxydation de nombreuses huiles végétales, mais aucune étude n'a été realisée pour

étudier la stabilité de I'huile de Quercus.

Le but de cette partie est d’évaluer la stabilité des huiles de Quercus apres 180 jours de stockage
(soit 6 mois). Le suivi de I'état d'oxydation des huiles de Quercus a été reéalisé en mesurant les
marqueurs d'oxydation, notamment l'indice de peroxyde, les propriétés spectrophotométriques,
I'évolution de la composition en acides gras et la teneur en composés polaires et volatils. Nous
avons également dosé les composés phénoliques et les tocophérols, présents dans les huiles de
Quercus, qui doivent jouer un réle dans la protection de cette huile. En effet, ces méthodes
chimiques ont été suivies d'un test accéléré (Rapidoxy), couramment utilisé pour évaluer la
stabilité a l'oxydation des graisses et des huiles vegétales, afin de les rendre plus fiables et

reproductibles.
3.1.Conditionnement et stockage des huiles de Quercus

Nous rappelons que les huiles des trois especes de Quercus utilisées pour cette étude (Quercus
ilex L., Quercus suber L. et Quercus coccifera L.) ont été extraites par la méthode Soxhlet dans
les mémes conditions définies précédemment (§ 2.1).

Les huiles obtenues ont été conditionnées dans des flacons bruns en verre de sorte que I'espace
libre dans chaque flacon a été d'environ 1 ml pour simuler une utilisation domestique. Les flacons

ont été alors hermétiqguement fermés et divisés en deux séries contenant chacune deux flacons
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pour chaque espece. La premiére série a été immédiatement analysée (TO0), tandis que la
deuxiéme série a été placée a 1’obscurité pour étre analysée aprés six mois de stockage (T6). La

température moyenne de stockage a été de 23 + 2°C.

3.2.Suivi des marqueurs d’oxydation
3.2.1. Teneur en acides gras libres

L’acidité libre, exprimée en pourcentage de I’acide ol€ique, est un moyen simple et efficace pour
évaluer la qualité¢ d’une huile. Elle est largement utilisée a la fois comme un critére usuel de la
classification des huiles, et aussi comme un facteur informatif sur 1’altération des huiles (Gharby
et al., 2011). Fraichement extraites et selon de bonnes pratiques, les huiles végétales présentent
une tres faible acidité. Dans le cas contraire et au cours du stockage, ’huile peut s’altérer et son
acidité augmente suite a la libération d’acides gras par hydrolyse des triglycérides (Tanouti et al.,
2010). L’indice d’acide des huiles de Quercus stockées a été déterminé selon le méme protocole
décrit précédemment (§ 2.2.3).

3.2.2. Taux de peroxydes

La mesure de I’indice de peroxyde (IP) est déterminée de fagcon systématique pour évaluer la
qualité des huiles. L’IP fournit une indication de 1’état initial de 1'oxydation des lipides, car les
hydroperoxydes sont les principaux produits primaires de I'oxydation (Wanasundara et al., 1995 ;
Tanouti et al., 2010 ; Gharby et al., 2011).

D’apres la méthode officielle AOCS (1996), les hydroperoxydes réagissent en milieu acide avec
I’ion iodure pour former du diode qui est titré par une solution de thiosulfate de sodium. La
quantité d’iode formée est proportionnelle a celle des peroxydes présents (Wanasundara et al.,
1995). Cette grandeur est alors définie comme étant la quantité d’oxygene actif contenu dans un
gramme de produit capable d’oxyder I’iodure de potassium avec libération d’iode. La mesure de
cet indice sert a évaluer 1’état de conservation des huiles de Quercus au cours du stockage, et ne
doit pas dépasser 20 meq O2/Kg (Gharby et al., 2011).

3.2.3. Teneur en diénes conjugués

Le degré et le stade d’oxydation des huiles de Quercus conservées ont été évalues par des

coefficients d’absorption dans I'ultraviolet appelés absorbance spécifique Kzs2 et Kz7o. En effet, la

mesure de I’extinction spécifique a 232 nm (dienes conjugues) et a 270 nm (triénes conjugués)
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d’une huile peut étre considérée comme une image de son état d’oxydation. Plus son extinction a
232 nm est forte, plus elle est peroxydée. De méme, plus I’extinction a 270 nm est forte, plus elle
est riche en produits d’oxydation secondaire, ce qui traduit une faible aptitude a la conservation

(Wanasundara et al., 1995 ; Tanouti et al., 2010 ; Gharby et al., 2011).

3.2.4. Profil en acides gras

La composition en acides gras est particulierement importante pour la stabilité a I'oxydation des
huiles. Plus une huile est insaturée, plus la réaction d'oxydation se déroule rapidement (Liu et
White, 1992 ; Choe et Min, 2006 ; Maszewska et al., 2018).

Le taux d'oxydation dépend fortement du taux de formation de radicaux alkyle d'acides gras ; ce
dernier dépend lui-méme principalement des types d'acide gras (Liu et al., 2002 ; Choe et Min,
2006). En effet, l'acide linolénique est le plus rapidement oxydé, suivi des acides linoléique et
oléique. C’est la raison pour laquelle I’oxydation la plus rapide se produit dans les huiles
caractérisées par la plus grande quantité d’acides gras polyinsaturés (environ 68-85%)
(Maszewska et al., 2018).

Par conséquent, le suivi de I'évolution de la composition en acides gras dans les huiles de
Quercus pendant le stockage est un moyen efficace pour évaluer leur état d’oxydation. La
composition en acides gras des huiles analysees a été déterminee sous forme d'esters méthyliques

par CPG/FID dans les mémes conditions opératoires citées auparavant (§ 3.1).
3.2.5. Analyse des composés volatils

La présence ou I'absence des composés volatils particuliers peut également étre un bon indicateur
de changements de qualité d'huile (Tanouti et al., 2010). Au cours de l'oxydation des huiles

végetales, divers composés responsables d'un aréme indésirable sont formés.

L'analyse des composés volatils a été proposée pour évaluer le taux d'oxydation des huiles. Les
méthodes chromatographiques (associant la CPG a la technique de I’espace de téte) présentent

I’avantage d’étre représentatives des composés volatils directement responsables du caractere

rance (Judde, 2004).
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3.2.6. Taux de composés polaires

La température et l'oxygene sont considérés comme les principaux facteurs affectant la
dégradation des huiles. Ils conduisent a 1’oxydation des acides gras insaturés et a la
polymérisation des triglycérides. Ces facteurs modifient plus ou moins tous les constituants de
I'huile en fonction de l'insaturation et de leur quantité initiale dans I'huile d'origine. Par
conséquent, les produits altérés provenant des triglycérides seront plus importants
quantitativement que les constituants mineurs, car les triglycérides sont les principaux
constituants. Ils sont appelés génériquement des composés polaires glycéridiques (Cert et al.,
2000).

L’analyse des composés polaires totaux (TCP) dans les huiles est considérée comme un treés bon
marqueur pour évaluer leur degré d'oxydation et elle donne des informations sur la teneur globale
en composés neoformés qui ont une polarité plus élevée que celle des triglycerides (Marquez-
Ruiz et al., 1996). La détermination de la composition de la fraction polaire est la méthodologie
la plus couramment utilisée pour évaluer l'altération dans les huiles chauffées ou stockées (Cert et
al., 2000). Les graisses et les huiles ne doivent pas présenter des teneurs en composés polaires

supérieures respectivement a 25 % et 14 %.

Les composés polaires sont des composés peu volatils et sont ainsi plus communément analysés
par chromatographie en phase liquide. Leur analyse nécessite de disposer une méthode qui puisse
permettre leur extraction, séparation et détection. La méthode utilisée pour déterminer les
composes polaires des huiles de Quercus est celle qui a été adoptée par AOAC (2003). Le
principe de cette méthode repose sur le fractionnement des composés apolaires et polaires des
huiles par chromatographie sur colonne de silice. Ensuite, I’analyse de la fraction polaire obtenue
est soumise a une chromatographie d'exclusion a haute performance (HPSEC) qui permet de

séparer les composants en fonction de leur taille moléculaire.

a) Préparation de la colonne chromatographique

La réalisation d'une colonne impose de respecter certaines regles qui permettront une séparation
efficace :
- Placer tout d'abord un morceau de coton au fond de la colonne et le recouvrir d'éluant (mélange

d’éther de pétrole/éther diéthylique : 9/1 : V/V), afin d'éliminer I'air emprisonné dans le coton.
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- Introduire une suspension constituée de 5 g de gel de silice et 10 ml du solvant €luant dans la
colonne (phase stationnaire) a I'aide d'un entonnoir, rincer avec 1’¢luant et laisser s'‘écouler.

- Une fois la colonne remplie, ajouter en téte de colonne au dessus de la surface de silice 1 g de
sable. Cette couche permet donc de réaliser des dépbts et d'ajouter de I'éluant sans perturber la
surface de silice, ce qui empécherait une bonne séparation.

- Amener le niveau d'éluant au niveau de la surface du sable. On peut alors déposer délicatement
la solution de I’huile en haut de colonne afin de ne pas perturber la surface de silice.

- Ouvrir le robinet pour que la solution d’huile arrive au niveau de la silice, rajouter quelques
millilitres d'éluant et ouvrir de nouveau le robinet afin de s'assurer que toute la solution soit en

téte de la colonne de silice (Figure 20).

b) Extraction des composés polaires

Cette méthode consiste a séparer, sur la colonne de gel de silice préparée, 1 g d’huile en deux
fractions (Figure 25). La premiere, contenant des triglycérides non polaires, a été éluée en
utilisant un mélange d'éther de pétrole/éther diéthylique (9/1 : V/V) ; et la seconde, en eluant avec
I'éther diéthylique, contient les composés les plus polaires, a savoir les dimeres, les polymeres,
les monomeres de triaglycérides oxydes, les diacylglycérols, les monoglycérides et dautres

constituants mineurs polaires.

I~
™ -« Fhliant: Phase mobile
Sable || ———— Solution d"huile
- Gel de silice: Phase stationnmaire
Coton — =5 ¢
1% &lution 2#me Slption
+* -

1. Fraction . .
non polaire é QZ. Fraction polaire

Figure 25. Présentation schématique d’une chromatographie sur colonne
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Apreés élimination de la fraction non polaire et I’évaporation du solvant par un évaporateur rotatif,
la fraction polaire a été récupérée dans 5 ml de tetrahydrofuran (THF) ensuite filtrée par des

filtres nylon de 0,45 mm.

c) Analyse des composés polaires

Les composés polaires, préalablement séparés et récupérés dans le THF, ont ensuite été soumis a
une analyse par chromatographie d'exclusion a haute performance (HPSEC), en utilisant du THF
comme éluant & un débit de 1 ml/min. L'analyse HPSEC permet de séparer et de quantifier les
différentes classes de substances constituant les composes polaires, telles que les oligopolyméres
de triglycérides (PTG), les triglycérides oxydés (ox-TAG) et les diglycérides (DAG). Le systeme
HPSEC consiste en une pompe série 200 (Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA) avec un injecteur
Rheodyne, une boucle de 50 ul, une colonne de protection en PL- gel (Perkin-Elmer,
Beaconsfield, UK) de 5 cm de longueur et 7,5 mm de diametre, et une série de deux colonnes PL-
gel (Perkin-Elmer, Beaconsfield, Royaume-Uni) de 30 cm de longueur et 7,5 mm de diametre
chacune. La colonne a été garnie d'un copolymere de styrene-divinylbenzéne hautement réticulé
avec des particules de 5 pum et un diamétre de pores de 500 °A. Le détecteur était un
réfractometre série 200 (Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA).

d) Identification des composés polaires

Les quantités de chaque groupe de composes, a savoir les polymeres de triglycérides, les dimeres
de triglycérides, les monomeres de triglycerides oxydeés et les diglycérides ont été calculées a

partir des surfaces de pics individuels et du pourcentage de composes polaires totaux.

3.2.7. Taux de dégradation des antioxydants

La susceptibilité des huiles a la conservation est liée a leur richesse en acides gras insatures et a la
nature chimique des antioxydants naturels (Chimi, 2005). Les polyphénols et les tocophérols sont
les deux principaux composés agissant comme antioxydants pour inhiber l'oxydation des huiles
(Velasco et Dobarganes, 2002). Ce sont des composes importants dans les huiles végétales en
raison de leur contribution a la stabilité oxydative et aux qualités nutritionnelles de I’huile
(Velasco et Dobarganes, 2002 ; Bendini et al., 2006 ; Zungur, et al., 2014). L’analyse des

polyphénols et des tocophérols est un facteur important lors de I'évaluation de la qualité de I’huile
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en raison de leur contribution a I’amélioration de sa résistance a l'oxydation (Cinquanta et al.,
1997).

Ce sont les techniques spectroscopiques et chromatographiques qui permettent d’identifier et de
quantifier les composés phénoliques et les tocophérols. Une partie de cette thése sera dédiée a

I'étude de ces composés ainsi que leurs techniques d’analyse.

Le suivi des modifications des composés phénoliques et des tocophérols au fil du temps pourrait
constituer un paramétre important pour le contrdle qualité des huiles végétales et leur durée de
conservation (Zungur et al., 2014). Cette derniére est liée essentiellement au pourcentage des
antioxydants naturels dégradés (taux de polyphénols et/ou tocophérols dégradés). Ce pourcentage
est calculé sur la base des teneurs résiduelles en polyphénols et/ou tocophérols déterminées a
leurs stabilités oxydatives, déduites des teneurs initiales en polyphénols et/ou tocophérols totaux ;
le résultat obtenu est divisé par les mémes teneurs des polyphénols et/ou tocophérols a 1’état

initial (avant le test d’oxydation) et exprimé en pourcent (Chimi, 2005).

3.3.Test d’oxydation accéléré « Rapidoxy »

Afin de déterminer la stabilité des huiles d’une facon rapide, il est possible de mesurer leur
oxydabilité¢ ou leur résistance a I’oxydation en mettant en ceuvre des tests accélérés. Parmi ces
tests, on peut citer le test de Schaal ou a I’étuve, le test de Swift ou AOM (Active Oxygen
Method) et des tests plus récents, automatises tels que Rancimat ou OSI (Oxidative Stability of

Oils), Rapidoxy, Oxidograph et Oxipress (Cuvelier et Maillard, 2012).

La méthode Rapidoxy, officiellement recommandée, est tres populaire et fréeqguemment utilisée.
Pratiqguement tous les tests entierement accélérés et automatisés, sont normalement effectués a
une température de 100°C a 140°C. Ce qui implique la mesure de la période d'induction, c'est-a-
dire le temps pendant lequel I'huile a une résistance naturelle a I'oxydation due a la présence

d'antioxydants naturels qui inhibent lI'oxydation (Gertz et Kochhar, 2001).

Dans ce type de tests, le principe consiste a vieillir prématurément les huiles par chauffage a une
température élevée, ce qui conduit a I’oxydation de I'huile et la formation des produits de
dégradation (acides gras volatils). Ces derniers sont expulsés par un courant d’air et transférés

dans une cellule de mesure. Le temps d’induction est déterminé par conductimetre.
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La fin de la période d’induction est indiquée lorsque la conductivité se met a augmenter
rapidement. Cette augmentation accélérée est provoquée par I’accumulation d’acides gras volatils

produits au cours de I’oxydation (Gharby et al., 2011).

Le temps d'induction (IT) des huiles de Quercus utilisées dans cette étude, a €té déterminé a l'aide
d’un instrument de stabilité a l'oxydation : « Rapidoxy » (Anton Paar, Blank enfelde-Mahlow,
Allemagne) (Figure 26). C’est un appareil de controle automatique permettant de mesurer
rapidement la stabilité a l'oxydation des matrices lipidiques, soumises a une oxydation forcée
avec augmentation de température et de pression d'O; (Difonzo et al., 2017).

La stabilité a I'oxydation a été évaluée en mesurant le Tl qui est exprimé par le temps nécessaire
pour une chute de 10% de la pression d'oxygene dans les conditions suivantes: T = 140 °C, P =
700 kPa.

Capot de sécurité

et d'isolation Connexion

de l'oxygéne
Cellule de test

Ecran

Reécipient de test

Figure 19. Photo d’un appareil Rapidoxy (Anton Paar)

Le tableau 9 présente un récapitulatif des suivis de I’oxydation réalisée avec les diverses

méthodes utilisées sur les huiles de trois especes de Quercus durant le travail.
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Tableau 9. Récapitulation des études d’oxydation réalisées sur les huiles de Quercus

Paramétres suivis Méthode de suivi de I’oxydation
Teneur en acides gras libres Indice d’acide par colorimétrie
(méthodes officielles AOCS, 1996)
Taux de peroxydes Indice mesuré par iodométrie
(méthodes officielles AOCS, 1996)
Teneur en dienes conjugués Mesure par spectrophotométrie UV

(méthodes officielles AOCS, 1996)

Profil en acides gras Dosage par chromatographie en phase gazeuse apres
méthylation des triglycérides (AOCS, 1993)

Composés volatils Mesure par chromatographie en phase gazeuse de
I’espace de téte HS/SPME -GC/MS

Taux de composés polaires Chromatographie d'exclusion a haute performance
« HPSEC » (AOAC, 2003)

Taux de dégradation des composés Mesure par spectrophotométrie et chromatographie

antioxydants : Polyphénols et tocophérols  liquide a haute performance

Evaluation de stabilité a l'oxydation par Test d’oxydation accéléré « Rapidoxy »

mesure du temps d’induction (IT)
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4. Etude de I’activité antioxydante des huiles de Quercus

Plusieurs études ont été menées sur le fuit de Quercus dans le monde (Ozcan, 2007 ; Charef et
al., 2008 ; Al-Rousan et al., 2013), mais seules quelques-unes d'entre elles ont eu pour objectif
d’étudier I’activité antioxydante de I'huile de gland (Tejerina et al., 2011; Igueld et al., 2015), et
aucune étude n’a été réalisée sur la caractérisation physicochimique et technologique de I'huile de
gland provenant d'Algeérie. Les études effectuées ont montré que le gland et son huile sont des
aliments nutritifs et fonctionnels. De plus, aucune étude n'a été réalisée pour étudier le profil
phénolique des huiles de Quercus. Dans ce cadre, le but de la présente partie est de quantifier et
identifier les constituants antioxydants (polyphénols, tocophérols et caroténoides) des huiles de
trois especes de Quercus déja citées. En outre, évaluer in vitro l'activité antioxydante de ces
huiles. Les travaux présentés dans ce chapitre ont été menés au sein de laboratoire
« DI.S.S.P.A », Département des Sciences du Sol, des Plantes et de I'Alimentation, Université de
Bari, Italie.

4.1.Analyse des composés phénoliques

L’analyse des composés phénoliques des huiles présente un grand intérét étant donné, d’une part,
leur r6le d’antioxydants naturels, et d’autre part, leur contribution a la saveur des huiles végétales
(Cert et al., 2000).

Une détermination globale, par spectrophotomeétre, a été effectuée avec le réactif Folin-Ciocalteu
et une autre plus détaillée par HPLC. Ces analyses permettent de caractériser quantitativement et

qualitativement les composés phénoliques des huiles de Quercus (Figure 27).

4.1.1. Extraction des composés phénoliques

L'extraction des polyphénols a été réalisée selon la méthode décrite par Squeo et al. (2016 ;
2017). Une prise d’essai de 1 g d'huile a été dissoute dans 1 ml d'hexane et 5 ml de méthanol/eau
(70:30, v/v). Le mélange a été vortexé pendant 10 min et centrifugé a 6000 tr/min pendant 10 min
a 4 °C (centrifugeuse SL 16R, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). La phase
méthanolique a été récupérée, centrifugée a nouveau a 9000 tr/min pendant 5 min a 4 °C et
finalement filtrée a travers des filtres en nylon a pores de 0,45 mm (VWR International, Center
Valley, PA, USA). Les extraits ont été analysés a la fois pour déterminer les teneurs en

polyphénols totaux et en flavonoides.

75



Deuxieme partie : Le fruit de Quercus pour la production d’une huile alimentaire
Matériel et Méthodes

Pour l'analyse par HPLC, le procédé d'extraction des composés phénoliques a été le méme, mais
avec l'ajout préalable de 250 pl d'une solution d'acide gallique (100 mg It dans un mélange
méthanol/eau (70:30, v/v)) comme étalon interne pour la quantification.

4.1.2. Quantification des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux extraits des huiles de Quercus a été effectué par la méthode de
Singleton et Rossi (1965) et modifiée par Squeo et al. (2016 ; 2017).

Un volume de 100 pl de chaque extrait a été mélangé avec 100 ul du réactif de Folin-Ciocalteu.
Au bout de 4 minutes, 800 ul d’une solution de carbonate de sodium a 5 % (Na2CO3) ont été
ajoutés au mélange et chauffés dans un bain-marie a 40 °C pendant 20 min. Apres
refroidissement pendant 15 minutes, l'absorbance a été mesurée a 750 nm a I’aide d’un
spectrophotométre Agilent Cary 60 (Agilent Technologies, Santa Clara, Etats-Unis).

Une courbe d’étalonnage (R? = 0,9979) a été réalisée en paralléle dans les mémes conditions
opératoires en utilisant I’acide galligue comme standard (Annexe 1) et la teneur en composés
phénoliques totaux a été exprimée en mg équivalent d’acide gallique par Kg d’huile (mg GAE/kg
d’huile).

4.1.3. Quantification des flavonoides

La teneur totale en flavonoides a été déterminée par une méthode colorimétrique (Cosmai et al.,
2013). 500 pl de chaque extrait ont été mélangés a 2 ml d'eau distillée et 150 ul d’une solution de
nitrite de sodium (NaNOz) a 5%. Aprés 6 minutes, 150 ul d'une solution a 10 % de trichlorure
d’aluminium (AICI3) ont été ajoutés et laisses au repos pendant 6 autres minutes; puis, une
solution d’hydroxyde de sodium NaOH (2 ml, 1 M) a été ajoutée au mélange. Ensuite, I'eau
distillée a été ajoutée pour porter le volume final a 5 ml et le mélange a été completement agité
afin d’homogénéiser le contenu. Aprés une incubation a la température ambiante pendant 15
minutes, I'absorbance du mélange réactionnel a été lue a 510 nm.

Les résultats ont été exprimés en mg équivalents de catéchine par kg d'huile (mg CE/Kg d’huile)
au moyen d'une courbe d’étalonnage réalisée dans les mémes conditions (R? = 0,999) en utilisant

la catéchine comme standard (Annexe 2).
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4.1.4. Analyse des composés phénoliques par HPLC/DAD

La présence des composés phénoliques dans les huiles végétales est généralement mise en
évidence par des méthodes chromatographiques telle que la Chromatographie Liquide a Haute
Performance (HPLC). Ces méthodes sont les plus performantes et les plus utilisées pour la
séparation et I’analyse des composés phénoliques (Naczk et Shahidi, 2004 ; Stalikas, 2007 ;
Khoddami et al., 2013). Les séparations sont basées sur les polarités respectives des phases
stationnaires utilisées, du solvant d’¢lution et des composés phénoliques concernés et sont
effectuées, en général, sur une phase inverse (Naczk et Shahidi, 2004 ; Macheix et al., 2005).
L’échantillon injecté sera séparé grace a un mécanisme de partition entre la phase stationnaire et
la phase mobile et I’élution sera basée sur la différence de polarité entre les différents composés
du mélange. Les composés élués sont généralement repérés en sortie de colonne par leur
absorption en ultraviolet (280, 325 ou 360 nm) ; ils apparaissent alors sous forme de pics sur les
chromatogrammes. La surface de chacun des pics est proportionnelle a la concentration du
composeé qui est alors déterminé a la longueur d’onde choisie, par référence a des composés

témoins obtenus commercialement ou a partir d’analyses antérieures (Macheix et al., 2005).

Les composés phenoligques sont communeément détectés, en sortie de la colonne, en utilisant des
détecteurs UV-visible, UV a barrette de diode (DAD) et de fluorescence UV. Les spectrométres
de masse (MS) couplés a la HPLC sont couramment utilisés pour la caractérisation structurale

des composés phenoliques (Schoefs, 2004 ; Ignat et al., 2011).

Dans le cadre de notre étude, nous avons utilisé deux types de couplage pour I’analyse des

polyphénols des huiles de Quercus : HPLC/DAD et HPLC/MS.

L’association de la HPLC avec un détecteur a barrettes diode (Diode Array Detector, DAD)
permet une analyse qualitative d’un mélange par I’enregistrement des spectres UV des
constituants individualisés, d’une part et permet une analyse quantitative sur la base de I’aire de
chaque pic chromatographique rapportée sur une courbe d’étalonnage externe, d’autre part. Cette
analyse permet d’obtenir simultanément des réponses pour toutes les longueurs d’onde du
spectre, ce qui conduit a une premiére étape de caractérisation de chacun des composés séparés

en comparant leurs spectres d’absorption avec celui de témoins.
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L'analyse HPLC/DAD des extraits phénoliques des huiles de Quercus a été réalisée selon Baiano
et al. (2009), a l'aide d'un systéme de chromatographie (Agilent, modele G1311A, Santa Clara,
Californie, USA) équipé d'un injecteur Rheodyne 7725, une boucle d'échantillon de 20 pl, un
détecteur a barrette de diodes (Agilent, modéle G1315Bm) et un intégrateur ChemStation
(Agilent) pour I’acquisition de données.

La phase stationnaire est une colonne analytique Nova-Pack C18 (150 x 3,9 mm de diamétre)
avec une taille de particules de 4 pm (Waters, Milford, Massachusetts, Etats-Unis). Les phases
mobiles pour l'analyse chromatographique sont: A: eau/acide acétique (98:2, v/v) et B:
méthanol/acétonitrile (1:1, v/v) a un débit constant de 1 ml/min. Le programme de gradient du

solvant est présenté dans le tableau 10.

Tableau 5. Conditions du gradient de solvant utilisé pour I’analyse HPLC

Temps (min) Solvant A (%) Solvant B (%)
(Eau/acide acétique) (methanol/acétonitrile)
0a30 100 0
30a45 70 30
45a55 50 50
55a 65 40 60
65a75 0 100

La quantification des composés phénoliques a été realisée a 280 et 320 nm selon la méthode de
I'étalon interne (acide gallique) et sur la base des facteurs de réponse. Les facteurs de réponse ont
été déterminés en tenant compte des pourcentages de récupération des composés phénoliques et
de I'étalon interne. Le contenu phénolique total (CPT) a €té considéré comme la somme des
composés phénoliques simples quantifiés et les résultats ont été exprimés en mg GAE kg™
d’huile.

Bien que les résultats des séparations des composés phénoliques présents dans les échantillons
analyseés par HPLC/DAD soient satisfaisants, il s’avére un peu difficile de confirmer des
identifications pour ces composés. Mais en combinant les deux techniques HPLC/DAD et

LC/MS et en se référant a la littérature, on peut aboutir a des résultats d’analyse trés performants.

4.1.5. Analyse des composés phénoliques par LC/MS

En I’absence de données et d’étalons de références, I’identification des composés phénoliques des

huiles étudiées ne peut se faire sans avoir recours aux techniques spectrométriques telles que la
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spectrométrie de masse (MS). Les techniques de chromatographie et de spectrométrie de masse
(LC/MS) constituent actuellement l'outil le plus efficace et la meilleure approche analytique pour
étudier les polyphénols dans des échantillons végétaux.

Le principe de la MS consiste a ioniser des composés chimiques pour générer des molécules
chargées ou des fragments de molécules, a apporter des informations sur leur masse moléculaire
et la caractérisation des principaux groupements chimiques présents et a mesurer leur rapport
masse sur charge (Sparkman, 2000 ; Macheix et al., 2005 ; Ignat et al, 2011). Les principales
sources d’ionisation utilisées pour analyser les composés phénoliques sont: le bombardement par
atomes rapides (FAB), I’ionisation par ¢lectrospray (ESI), I'ionisation a la pression
atmosphérique (API), y compris I’ionisation chimique a la pression atmosphérique (APCI) et la
photo-ionisation a la pression atmosphérique (APPI) (Fulcrand et al., 2008 ; Ignat et al, 2011).

Dans notre travail, la méthode de couplage HPLC-ESI-MS/MS en mode d’ionisation négatif a été
appliquée. Sa capacité d’analyser des molécules de poids moléculaire trés élevé, est un des plus
importants avantages qu’elle présente, en outre, elle peut accepter des débits allant jusqu’a 1

ml/min (Ikonomou et al., 1991; Waridel et al., 2001).

L'analyse par UHPLC-ESI-MS/MS (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, Etats-Unis) a été
réalisée a l'aide d’un systéme Dionex Ultimate 3000 UHPLC constitué¢ d’une pompe quaternaire
(LPG-3400 RS), d’un échantillonneur automatique (TRS WPS-3000), four a colonne (TCC-3000
RS et PDA), couplés par une sonde H-ESI Il avec le spectrométre de masse a piége a ions LTQ
Velos Pro (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA).

La séparation des composés phénoliques a été reéalisee sur une colonne Hipersyl Q C18, de
longueur de 100 mm, diametre interne de 2,1 mm et de taille de particule de 1,9 um, (Waters,
Milford, Massachusetts, Etats-Unis) maintenue & 30 °C et & un débit constant de 0,2 ml min. Un
gradient binaire a été obtenu en utilisant 0,1 % d'acide formique dans de l'eau (A) et 0,1 %
d'acide formique dans de l'acétonitrile (B), de 10 % a 70 % du gradient linéaire de B en 30

minutes.

Les conditions MS sont les suivantes: tempeérature capillaire 320 °C; température du dispositif de
chauffage a la source 280 °C; gaz utilisé est 1’azote a un débit de 7 (unité arbitraire); tension
capillaire 2800 V. La source ESI a été utilisée en mode d'ionisation négative. Au cours des

analyses, la gamme de masse utilisée est 268 a 950 m/z.
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Toutes les données enregistrées d’un rapport m/z de 100 & 1000 u ont ensuite été analysées a

I’aide du logiciel Xcalibur v.2 (Thermo Fischer Scientifique).

L'identification des composés phénoliques a été obtenue en combinant les temps de rétention, les
ions moléculaires, les spectres de masse (MS?) et les données de la littérature (Garcia-Villalba et
al., 2017).
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Figure 20. Schéma récapitulatif des différentes étapes de ’extraction et I’analyse des composés
phénoliques des huiles de Quercus

4.2.Analyse des tocophérols

Les tocophérols sont des composes importants dans les huiles végétales en raison de leur
contribution a la stabilité oxydative et a la qualité nutritionnelle de I’huile (provitamine E). Ce

sont les techniques spectroscopiques et chromatographiques qui permettent d’identifier la fraction
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tocophérolique, mais la technique la plus adaptée et la plus recommandée est celle de la
chromatographie liquide & haute performance (HPLC).
Les quatre formes de tocophérols (a-, B-, y- et 8-tocophérols) des huiles de Quercus étudiées ont
été identifiées et quantifiées par la méthode prescrite par Gliszczynska-Swiglio et Sikorska
(2004) avec de légeres modifications. En bref, 80 mg d’huile ont été dissous dans 1 ml de 2-
propanol, vortexés, filtrés a travers des filtres a pores de 0,45 mm puis injectés dans un systeme
RF-UHPLC (Dionex Ultimate 3000 RSLC, Waltham, MA, USA) en phase inverse, équipé d'un
détecteur de fluorescence FLD (Dionex 3400RS, Waltman, MA, USA), réglé a la longueur
d'onde d'excitation de 295 nm et a I'émission a 325 nm. L’analyse s’effectue selon les conditions
opératoires suivantes :

v Phase stationnaire : colonne analytique Nova-Pack Cig (150 x 3 mm de diamétre
intérieur) ;
Phase mobile : acétonitrile/méthanol (1: 1 ,v/v) ;
Débit : 1 ml min?;

Volume d'injection : 20 pl ;

LSRN NN

Intégration se fait par le logiciel Chromeleon.

Les differents tocophérols ont eté identifiés par comparaison des temps de rétention avec ceux
d'étalons, et quantifiés en utilisant des courbes de calibration externes de tocophérol a, B, 6, et y
standards (Annexe 3). La teneur totale en tocophérol a été calculée en faisant la somme des

tocophérols identifiés et quantifiés. Elle est exprimée en mg kg™ d’huile.
4.3.Etude des pigments

Outre leur richesse en lipides, les huiles vegétales contiennent des composés mineurs qui leurs
conferent des qualités organoleptique et nutritionnelle. Parmi ces composés, on trouve les

pigments : les chlorophylles et les caroténoides.

La détermination de la teneur en pigments chlorophylliens et caroténoides dans les huiles de

Quercus a été effectuée selon les méthodes officielles AOCS (1993).

4.3.1. Détermination de la teneur en chlorophylles

Les pigments chlorophylliens (principalement la chlorophylle a) sont des indicateurs de la qualité

des huiles brutes (Pokorny et al., 1995). En effet, la photo-oxydation des pigments
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chlorophylliens entraine une altération des huiles. Ces pigments excités par des réactions
lumineuses, conduisent a la formation de radicaux libres a partir des chaines grasses insaturées.
La chlorophylle se trouve ainsi directement impliquée dans les phénoménes oxydatifs (Ben
Tekaya et Hassouna, 2007).

La teneur en pigments chlorophylliens des huiles de Quercus a été évaluée en mesurant
l'absorbance de chaque échantillon d'huile a 630, 670 et 710 nm. Les mesures de 1’absorbance ont
éte effectuées dans une cuve de 1 cm d’épaisseur a ’aide d’un spectrophotométre Agilent Cary
60 (Agilent Technologies, Santa Clara, Etats-Unis).

Les teneurs en chlorophylles, exprimées en mg de phéophytine a par kg d'huile, sont données par
la formule suivante :

A670 — (0,5x A630) — (0,5x A710)
L

Chlorophylle = 345, 3x
Ou:

A : absorbance a la longueur d'onde respective (nm)
L : épaisseur de la cellule du spectrophotométre (1cm).

4.3.2. Détermination de la teneur en caroténoides

Les caroténoides se présentent sous plusieurs types (a, B et y). Ils absorbent fortement dans le
domaine du visible. Le p-carotene, est généralement le composé le plus abondant et le plus
commun dans les corps gras d’origine végétale. Les pigments caroténoides présentent des
structures voisines et possedent la propriété d’absorber la lumiére entre 400 et 500 nm (Wolf,
1992).

La teneur en caroténoides totaux des huiles de Quercus a été déterminée en mesurant
I'absorbance de 0,25 g d'huile dissoute dans 10 ml d'hexane a 449 nm. L'analyse quantitative a été
réalisée par une courbe d'étalonnage de S-caroténe (R? = 0,9987) et la teneur totale en caroténoide

a éte exprimée en mg de S-caroténe par kg d’huile (Annexe 4).

4.4, Tests de I'activité antioxydante in vitro

Des nombreuses méthodes sont utilisées pour 1’évaluation de 1’activité antioxydante. Dans cette
étude, les huiles de Quercus des trois especes ont fait 1’objet d’une évaluation in vitro de leur
capacité antioxydante a travers deux méthodes choisies: le test du piégeage du radical libre
DPPH" et le test de réduction du radical-cation ABTS®".

L'activité antioxydante a été évaluée a la fois pour la fraction phénolique et pour I'huile.
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4.4.1. Activité antioxydante de la fraction phénolique
44.1.1. Test DPPH

Le DPPH (1,1 Diphenyl 2 Pycril Hydrazil) est un radical de couleur violette intense. La mesure
de I’efficacité d’un antioxydant (capacité a fixer des radiaux libres, donc arréter la propagation de
la réaction en chaine) se fait en mesurant la diminution de la coloration violette, due & une
recombinaison des radicaux DPPH (Ramadan, 2010). Cette décoloration est représentative de la
capacité des extraits a piéger les radicaux libres. Plus la réduction de 1’absorbance du DPPH est
importante plus le pouvoir antioxydant des extraits est élevé.

Les extraits phénoliques des huiles étudiées ont été analysés pour déterminer leur capacité a
piéger le radical DPPH" selon le protocole décrit par Brand-Williams et al. (1995), en suivant les
modifications proposées par Difonzo et al. (2017). Cette méthode est basée sur la capacité des
antioxydants présents dans les extraits a piéger le radical DPPH* par rapport a celle de
I'antioxydant standard le Trolox (Acide 6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique).
La reaction a été réalisee directement dans la cuve de mesure : 50 ul de chaque échantillon ont
été ajoutés a 950 pl de solution de DPPH (0,08 mM dans de I'éthanol). Apres 30 minutes dans
l'obscurité, la diminution de I'absorbance a été lue a 517 nm.

Les résultats ont été exprimés en en umol équivalents de Trolox g d'huile (umol TE/g d’huile)
au moyen d'une courbe d’étalonnage réalisée dans les mémes conditions (R? = 0,998) en utilisant

le Trolox comme standard (Annexe 5).

44.12. Test ABTS

L’activité antioxydante des extraits phénoliques a été évaluée sur la base de I’activité de piégeage
du radical ABTS" (acide 2,2’-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) par rapport a un
antioxydant de référence le Trolox, comme décrit dans Difonzo et al. (2017).

Le radical ABTS" a été généré par réaction chimique avec du persulfate de potassium (K2S20s).
A cette fin, 440 ml de K2S;0s (140 mM) ont été ajoutés a 25 ml d’ABTS (7mM dans H,0) et
laissés dans I’obscurité a la température ambiante pendant 12 & 16 heures (temps nécessaire a la
formation du radical). La solution de travail a été préparée en prenant un volume de la solution
précédente et en le diluant dans de 1’éthanol jusqu’a ce que son absorbance a 734 nm soit de 0,70

+ 0,02 (Zulueta et al., 2009).
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Dans les cuves pour spectrophotométrie, 50 pl de chaque extrait ont été ajoutés a 950 pl de
solution ABTS" finale. Apres 8 minutes, la diminution de I'absorbance a été mesurée a 734 nm.
La courbe d'étalonnage du Trolox (Annexe 6) a été utilisée (R? = 0,999) et les résultats ont été
exprimés en umol d'équivalent Trolox g d'huile (umol TE/g d’huile).

4.4.2. Activité antioxydante de I’huile

L'activité antioxydante de I'huile a été déterminée au moyen du test de capacité de piégeage des
radicaux stables du DPPH, selon la méme méthode décrite précédemment avec une légére
modification. En bref, 50 ul d'huile ont été dissous dans 500 ul d'isooctane, le mélange a été agité
par tourbillonnement pendant 1 min et un volume de 50 pl a été mélangé a 950 pl d'une solution
d'isooctane de DPPH (0,08 mM).

La diminution de I'absorbance a 515 nm a été mesurée dans des cuves en quartz de 1 cm apres 30

minutes et les résultats ont été exprimés en pmol TE g* d'huile (Annexe 5).

5. Analyse statistique

Toutes les analyses ont été effectuées en triple et les résultats ont été rapportés sous la forme de

moyenne + écart-type.

L’analyse de la variance a un facteur (ANOVA) a été réalisée sur ’ensemble des résultats
obtenus au cours de ce travail afin de déterminer s’il existe de différence significative (au seuil

choisi p < 0,05) entre les valeurs des différents échantillons.

Une analyse de variance a deux facteurs (ANOVA a deux facteurs) a été réalisée afin d’établir
une étude comparative entre les différents échantillons et déterminer l'influence du stockage sur

la stabilité a I'oxydation de I'huile de Quercus.

Dans un but de mettre en évidence les différentes corrélations existant entre les différents

parametres entre eux, nous avons effectué une analyse de corrélations.

Ces études ont été effectuées grace au logiciel statistique « XLSTAT» (Addinsoft SARL, New
York, NY, USA, 2009).
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

Ce chapitre regroupe les résultats de I’extraction de I’huile a partir des fruits de gland, les
caracteristiques physico-chimiques et la composition chimiques des huiles extraites. Il montre

aussi les résultats relatifs a leur pouvoir antioxydant ainsi que leur stabilité oxydative.

1. Rendement en huile

Nous rappelons que I’extraction des huiles a partir des fruits de Quercus a été effectuée par
I’hexane a I’aide du Soxhlet. Pour chacune des especes étudi€es, différents temps d’extraction ont

été testés et les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 11.

Tableau 6. Rendement moyen d’extraction des huiles de Quercus

Rendement moyen (%) Q. ilex Q. suber Q. coccifera
Temps d’extraction :
2h 6,45 £0,2° 6,77 £0,3? 7,89+0,1°
4h 7,02+£0,1° 7,79+£0,2° 8,39£0,32
6h 7,05+0,2° 7,83+£0,5° 8,40 £ 0,62

Les différentes lettres en exposant indiquent des différences significatives a p <0,05

Le rendement moyen final en huile brute dans les fruits de Quercus varie de 7,05 % pour Q. ilex a
8,4% pour Q. coccifera avec une valeur intermédiaire de 7,83% pour Q. suber. Ces résultats
concordent avec ceux obtenus par Ledn-Camacho et al. (2004) et Charef et al. (2008) qui ont

rapporté des teneurs en huile comprises entre 6 et 9 %.

Le rendement en huile n’évolue pas ou peu entre 2 et 6 heures d’extraction, ce résultat permet de
considérer que la totalité de I’huile est extraite pratiquement au bout de 4 heures, temps

d’extraction qui a été retenu pour la suite de 1’étude.

La moyenne des rendements obtenus pour les trois espéces étudiées (7,76 £ 0,67 %) indique que
les espéces de Quercus peuvent étre classées parmi les especes végétales moins riches en matiere
grasse et elles ne peuvent pas étre considérées comme oléagineuses (30-45% d’huile)
(Karlenskind, 1992).

Cependant, elles pourraient étre considérées comme similaires a d'autres sources d'huile végétale,
notamment le cas de l'amarante (6,34% de matiere grasse) et du germe de blé (8-14%) (Lebn
Camacho et al, 2001 ; Al-Rousan et al., 2013).
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L’aspect qualitatif des huiles obtenues, tenant compte de la couleur, de ’odeur et de ’aspect (&

20 °C pendant 24 heures) est récapitulé dans le tableau 12.

Tableau 7. Aspect qualitatif des huiles extraites de Quercus

Especes Q. ilex Q. suber Q. coccifera
Couleur Jaune claire Jaune claire Jaune orange
Odeur Tres agreable Trés agréable Treés agreable
Aspect Limpide Limpide Limpide

2. Propriétés physico-chimiques des huiles de Quercus

Les caractéristiques physicochimiques des huiles extraites des espéces étudiées sont présentées
dans le tableau 13.

L’absence de normes référentielles et la rareté d’études sur I’huile de Quercus, sont a I’origine de
notre option pour les normes de 1’huile d’olive (Codex Stant, 1981) et ce, vu les similitudes

existant entre ces huiles brutes (ne subissent pas un raffinage).

Tableau 8. Caracteéristiques physiques et chimiques des huiles de Quercus

Parametres Q. ilex Q. suber Q. coccifera Huile d’olive
IR 1,453 + 0,001 1,453 + 0,007 1,449 +0,001°  1,467-1,470
K232 1,55+0,02° 1,63 +0,02° 2,40 £ 0,022 <35
K270 0,49+0,00%  051+0,01° 0,14 £0,02° <09

Ak 0,17 £0,00° 0,16 +0,00° 0,34 +0,01% <0,15

IA (g/100g) 0,97 £ 0,14% 1,13+0,14° 0,92 + 0,072 <2

IP (meq O2/kg) 1,50 £1,00° 0,83 +0,57% 1,00 £0,5% <15

11 (g I2/q9) 103,68 + 6,48 125,28 + 7,4 129,6 + 3,00 75-94

IS (mg KOH/Q) 200,2+1,98° 191,57 +3,96¢ 212,81 +3,98° 184-196
TI (g/kg) 16,13+ 0,55° 19,50 £ 0,22 17, 77 £0,4° <15

IR: indice de réfraction, Kas: extinction spécifique a 232 nm, Kaz: extinction spécifique a 270 nm ; IA : indice

d’acide ; IP: indice de peroxyde, II: indice d’iode, IS : indice de saponification ; Tl : teneur en insaponifiable.
Les différentes lettres en exposant indiquent une différence significative a p<0,05
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2.1.Indice de réfraction

A la lecture du tableau 13, les indices de réfraction (IR) des huiles de gland mesurés présentent
de grandes similitudes (IR compris entre 1,449 et 1,453), malgré ’existence d’une différence
significative (p<0,05) entre I’huile de Q. ilex et les huiles de Q. suber et Q. coccifera. lls sont
d’ailleurs tout a fait comparables a ceux d’autres huiles végétales telle que I’huile de palmiste qui

présente un IR compris entre 1,448 et 1,452 (Hamilton et Rossell, 1986; Codex Stant, 1999).

2.2.Extinction spécifique dans I'UV

L’extinction spécifique des huiles dans l'ultraviolet constitue un parametre important de leur
qualité. En effet, elle permet d’évaluer la présence de produits primaires d’oxydation des acides
gras (hydroperoxydes linoléiques, ...) a 232 nm, et les produits secondaires d’oxydation des
acides gras (alcools, cétones, ...) a 270 nm (Tchiégang et al., 2005 ; Tanouti et al., 2010). Ce
parametre est fondamentalement affecté par des facteurs endommageant les fruits tels que
I’attaque par les mouches, le matériel de la récolte, le transport et le stockage des fruits
(Kiritsakis, 2002).

Les valeurs moyennes de I’extinction spécifique dans Iultraviolet Kosz et K270 obtenues pour les
huiles de trois especes de Quercus sont données dans le tableau 13. D’aprés ces résultats, les
valeurs de I’extinction spécifique a 232 nm et a 270 nm n’ont pas excéde les limites supérieures
¢tablies pour I’huile d’olive. On peut donc suggérer que les huiles étudiées sont dans un état non
oxydeé sachant qu’elles proviennent des fruits sains, récoltés a la main et fraichement extraites en

respectant les bonnes pratiques.

2.3.Indice d'acide

L'indice d’acide (ou acidité) est un critére de qualité qui permet de déterminer la teneur en acides
gras libres provenant d’une dégradation hydrolytique, enzymatique ou chimique des chaines
d'acides gras des triglycérides. Il renseigne sur la stabilité de 1’huile ainsi que sur la qualité du
fruit (Abaza et al., 2002 ; Tanouti et al., 2011).

Les résultats rapportés dans le tableau 13 montrent que les huiles de gland étudiées présentent des
valeurs d’acidité significativement faibles et elles sont situées dans [’intervalle des
caractéristiques de qualité des huiles végétales qui est au maximum de 10% (Karleskind et Wolff,

1992). Cette acidité relativement faible indique que les huiles étudiées contiennent une quantité

87



Deuxieme partie : Le fruit de Quercus pour la production d’une huile alimentaire
Résultats et discussion

négligeable d’acides gras libres et cela pourrait étre attribué au bon état des fruits de glands et aux
précautions prises lors de leur transport et leur stockage. Les valeurs d’acidité des trois huiles de
Quercus ne présentent aucune différence significative (p <0,05). Par contre, les valeurs observées
dans cette étude sont inférieures a celles rapportées par Charef et al. (2008), qui ont obtenu des
valeurs d’acidité de 5,3 et 5,1 % pour les huiles de Q. ilex et Q. suber respectivement.

2.4.Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde (IP) est un critére de qualité, il permet d’évaluer I’état d’oxydation des
huiles et de contrdler les premiéres étapes d’une détérioration oxydative (Marmesat et al., 2009).

Les valeurs de I’IP obtenues des huiles de Q. ilex, Q. suber et Q. coccifera sont respectivement de
I’ordre de 1,5, 0,83 et 1,00 meq d’O2/Kg d’huile (Tableau 13). L’analyse de la variance n’a révélé
aucune différence significative (p <0,05) entre les trois huiles analysées. Cet indice dont la valeur
reste inférieure ou égale a 1,5 meq d’O2/kg d’huile traduit une absence d’oxydation, ce qui est
confirmée par la faible présence de dienes conjugués (K232) et de composes secondaires de

I’oxydation (K270).

2.5.Indice d’iode

L'indice d'iode (Il) est un critére de pureté qui donne une indication globale de 1’insaturation de
I’huile (présence d’acides gras insaturés). Il est en rapport direct avec le degré d’oxydation d’une

huile : plus une huile est insaturée plus son indice d’iode est plus élevé (Wolf, 1992).

L’examen de I’Il des huiles étudiées (Tableau 13) a permis de montrer qu’elles ont des valeurs
comprises entre 103,68 et 129,6 g l./g. Ces valeurs relativement élevées peuvent étre une
indication de la présence de nombreuses doubles liaisons et par conséquent ces huiles peuvent
contenir plus d'acides gras insaturés. Statistiguement, des différences significatives (p <0,05) ont
été observées entre Q. ilex et les deux autres especes. Cependant, aucune différence significative
(p <0,05) n'a été observée entre Q. suber et Q. coccifera. En effet, I’Il de I’huile de Q. ilex est
plus faible comparativement a ceux de Q. suber et Q. coccifera.

Les valeurs de I’I des huiles étudiées sont plus élevées que celle de I'huile d’olive. De méme,
elles sont plus élevées que celles signalées par Al-Rousan et al. (2013) qui ont obtenu des valeurs

comprises entre 75,2 et 87,6 g I2/g des huiles de Quercus originaires de la Jordanie.
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2.6.Indice de saponification

L’indice de saponification (IS) est un indicateur du poids moléculaire moyen et, par conséquent,
de la longueur de la chaine des acides constituant ce corps gras. Il est inversement proportionnel
au poids moléculaire, est d’autant plus élevé que la chaine carbonée des acides gras est courte
(Gohari et al., 2010).

D’apres les résultats du tableau 13, 'S varie significativement (p <0,05) entre les trois huiles
examinées. La valeur la plus élevée a été enregistrée par Q. coccifera (232,81 mg KOH/g
d'huile). Les valeurs de I’IS des trois especes sont 1égerement supérieures a celle de I'huile d'olive
(184-196), et en parfait accord avec celle obtenue par Al-Rousan et al. (2013). Sachant que I’'IS
est inversement proportionnel au poids moléculaire, les résultats obtenus indiquent que I'huile de
Quercus contient des acides gras avec moins d'atomes de carbone par rapport a ceux de ’huile

d’olive.
2.7.Teneur en insaponifiable

Les matiéres insaponifiables contenues dans les huiles végétales constituent une variété de
substances bioactives non glycéridiques contenant un mélange variable d'hydrocarbures,

d'aldéhydes, d'alcools, de stérols, de pigments et de vitamines liposolubles (Gohari et al., 2010).

Les teneurs en matiéres insaponifiables déterminées pour les huiles de gland sont relativement
¢levées par comparaison a celle de I’huile d’olive (teneur maximale 15 g/kg) et a celles révélées
dans les huiles végétales alimentaires (Codex Stant, 1999). Statistiquement, de légeres

différences significatives (p < 0,05) ont été observées entre les trois huiles analysées.

L’étude des caractéristiques physicochimiques des huiles étudiées révele une similitude entre
I’huile de gland et I'huile d'olive dans la plupart des spécifications et elles sont en harmonies avec

d’autres huiles végétales alimentaires reportées dans la littérature.
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3. Composition chimique des huiles de Quercus
3.1.En acides gras

La composition en acides gras des huiles et des graisses peut étre un indicateur de leurs stabilités,
de leurs propriétés physiques et de leurs valeurs nutritionnelles. Le tableau 14, tiré du profil
chromatographique des esters méthyliques d’acides gras (Annexe 7), donne un aper¢u de la
composition en acides gras individuels et de leurs proportions dans les trois especes de Quercus
étudiées.

Tableau 9. Composition en acides gras des huiles des espéces de Quercus analysées

Acides gras Q. ilex Q. suber Q. coccifera Huile d’olive
C14:0 0,083 + 0,003 0,078 +0,00 0,071 +0.00 <0,1
C16:0 12,13 +£0,01 12,22 +0,02 12,50 £ 0,12 7,5-20,0
C16:1 0,095 + 0,00 0,088 +0,00 0,05 £0,00 0,3-3,5
C17:.0 0,11 + 0,00 0,10 £ 0,00 0,10 £0,00 -
Cir1 0,068 + 0,01 0,078 +0,00 0,073 £ 0,00 -
C18:0 2,79 £0,02 2,74 £0,04 2,58 £ 0,02 0,5-5,0
C18:1n9c 69,31 + 0,06 67,89 + 0,08 69,08 £ 0,76 55,0-83,0
C18:2n6¢ 15,01 £ 0,05 15,81 £0,12 15,71 £0,18 3,5-21,0
C18:3n6 0,69 £ 0,01 0,68 £ 0,00 0,83 £0,02 <0,9
C20:0 0,38 £0,00 0,38 £0,00 0,39+£0,01 <0,6
C20:1 0,73+£0,03 0,73 +£0,03 0,80 £ 0,02 <04
C22:0 0,17 £0,01 0,19 £0,00 0,19 £0,00 <0,2
C22:2 0,069 + 0,00 0,06 + 0,00 0,081 +£0,01 0,0-0,2
2AGS 15,66 £ 0,06 * 15,72 £0,08° 15,85+0,17¢

>AGMI 70,21 £0,01° 68,80 +0,13 ¢ 70,00+0,80°

>AGPI 15,77 +0,06° 16,55 +0,13% 16,62 £0,25°

2AGI 85,98 +0,7° 85,35 +0,27 ° 86,62 + 1,09 ®

YAGI/ ZAGS 5,49 5,43 5,46

- Non détectable ; C : nombre d’atome de carbone ; AGS : acide gras saturé ; AGMI : acide gras mono- insaturé ;
AGPI : acide gras polyinsaturé ; AGI : acide gras insaturé ; TAGI / ZAGS : somme des acides gras insaturés a la
somme des acides gras saturés. Les différentes lettres en exposant indiquent une différence significative & p< 0,05
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Comme I’indique le tableau 14, I’huile de Quercus semble étre une trés bonne source d’AGI
(acides gras insaturés) avec une teneur de l'ordre de 86 %. L'acide oléique (C18:1) 9 est I'acide
gras insaturé prédominant avec une teneur qui varie entre 67,89 a 69,31%, suivi par I’acide
linoléique (C18: 2) w6. Ce denier résultat permet de classer 1’huile de Quercus dans la catégorie
des huiles riches en acide oléique. L’acide linolénique (C18: 3) @3 n’a été révélé qu’en trés petite

quantité, ne dépassant pas 0,83% dans les trois huiles.

Le somme totale en acides gras saturés : acide myristique (C 14 :0), acide palmitique (C16 :0),
acide margarique (C17 :0), acide stéarique (C 18 :0), acide arachidonique (C 20 :0) et acide
béhénique (C 22 :0) dans les huiles étudiées est de 15,66-15,85 %. L’acide palmitique a été le
principal constituant d'acide gras saturé (environ 12%), suivi par ’acide stéarique (environ 2%).
Tandis que les concentrations des autres acides ont été significativement faibles. De mineures
variations significatives (p < 0,05) des niveaux d'acides gras ont été observées entre les trois

especes étudiees.

Les pourcentages des acides gras obtenus dans la présente étude sont conformes aux résultats des
recherches antérieures (Léon-Camacho et al., 2004 ; Al Raoussan et al., 2013), tandis que la
teneur en acide oléique obtenue a été plus élevée que celle rapportée dans la littérature. Comme
I'indique le tableau 14, la composition en acides gras de I'huile de gland est comparable a celle de
I'huile d'olive, en particulier, en ce qui concerne les trois acides gras abondants (acide oléique,
acide linoléique et acide palmitique), qui représentent ensemble 95 % des acides gras totaux. La
teneur en acide linoléique des échantillons de 1’huile de gland est 1égérement supérieure a celle de

I’huile d’olive.

Par ailleurs, on note la présence dans les huiles analysées de certains acides gras,
inhabituellement trouvés dans les huiles végétales, mais en quantité insignifiante a savoir, I’acide
margarique (C17 :0) et I’acide heptadécénoique (C 17 :1). Leur présence en quantité insignifiante
dans les huiles de Quercus a été déja rapportée par Léon-Camacho et al. (2004) et Al Raoussan et
al. (2013).

Le rapport AGI/AGS (rapport de la somme des acides gras insaturés a la somme des acides gras
saturés) est relativement élevé (5,4) et cette valeur élevée confére a ces huiles une bonne

prévention de l'oxydation.

91



Deuxieme partie : Le fruit de Quercus pour la production d’une huile alimentaire
Résultats et discussion

L’analyse des huiles réalisée par la chromatographie en phase gazeuse révele une prédominance
des acides gras insaturés dans ces huiles. Ce constat a été déja revélé par les méthodes chimiques
simples (test de l'indice d'iode : 103,68-129,6), ce qui prouve I’'importance de la détermination de

ces caractéristiques des huiles dans 1’étude préliminaire des matiéres grasses.

A partir des compositions en acides gras définies précédemment, plusieurs voies de valorisation

des huiles de Quercus sont possibles :

- Du point de vue technologique, le pourcentage élevé en acide oléique dans I'huile de Quercus
la rend plus désirable et plus souhaitable en termes de nutrition, en conférant a celle-ci une
meilleure tenue et une trés grande stabilité & la cuisson et a la friture, car elle s'oxyde moins
que les autres huiles riches en acides gras polyinsaturés (soja, arachide, tournesol). Par
conséquent, cette huile peut étre utilisee comme une alternative aux huiles vegétales
partiellement hydrogénées.

- Si on consideére 'usage alimentaire direct, les acides gras monoinsaturés comme 1’acide
oléique ont des impacts remarquables comme un éléement nutritionnel. De méme, plusieurs
pathologies peuvent étre prévenues ou diminuées par la consommation de quantités
suffisantes de graisses insaturées.

- Du point de vue non-alimentaire, plusieurs valorisations peuvent étre envisagées (savonnerie,

industrie des tensio-actifs, cosmétologie, etc.).
3.2.En steérols

Les stérols présentent un grand intérét du fait de leur activité antioxydante et de leur impact
positif sur la santé (Ramadan et Mdorsel, 2002). Le contenu et la composition en stérols
fournissent un outil puissant pour l'identification des huiles végétales, pour le contréle de leur
qualité et pour la caractérisation des huiles adultérées (Ramadan et Mdrsel, 2002 ; Crane et al.,
2005).

Le fractionnement des stérols des huiles de Quercus par CPG/FID a donné un ensemble de
chromatogrammes (Annexe 8). L’analyse des chromatogrammes des phytostérols obtenus pour
les trois huiles a révélé la présence de 9 composés identifiés par comparaison a des
chromatogrammes de références analysés dans les mémes conditions.

La teneur de chaque composé identifié¢ de la fraction stérolique de I’huile de trois especes de

Quercus est indiquée dans le tableau 15.
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De ces résultats, il ressort que 9 stérols majoritaires se présentent communément dans les trois
huiles étudiées, ce qui est évident car les espéces appartiennent a la méme famille botanique.

Des teneurs élevees en stérols totaux ont été obtenues, ’huile de Q. suber a présenté la teneur la
plus significativement élevée soit 2906,51 mg/kg d’huile brute, suivie respectivement de 1’huile
de Q. coccifera avec une teneur de 2767,41 mg/kg et I’huile de Q. ilex avec une teneur de
2594,13 mg/kg d’huile brute.

Ce contenu en stérols totaux est considéré comme plus élevé que celui de I’huile d'olive qui se
situe entre 1000-1800 mg/kg d’huile.

Tableau 10. Répartition (%) et teneur en stérols (mg/kg) des huiles de Quercus

Stérols Q.ilex Q. suber Q. coccifera
mag/kg % mg/kg % mg/kg %

Cholestérol 3,91+0,05 0,17+0,00 4,47+0,6 0,15+0,02 3,66+0,7 0,13+0,03
Campestérol 52,77£3,6  2,36+0,20 61,69+3,6 2,12+0,12  63,13+3,7  2,20+0,01
Stigmastérol 151,25+4,1  6,76+0,30 140,9+6,4 5,45+0,5 115,11#56 4,02+0,02
B-sitostérol 1844,3+14,6 82,44+0,7 2480,2+9,3 85,33+0,66 2543,3+7,3 88,80+0,56
Sitostanol 19,54+1,03 0,87+0,06 22,32+2,2 0,76+0,12 18,43+1,5 0,64+0,02
A® avénastérol 117,22+3,8 5,24+0,08 158,56+5,2  4,85+0,2 74,61+1,1  2,61+0,18

A>? Stigmastadiéne 3,63+0,3 0,16+0,01  4,13+0,2  0,14+0,00 11,35#0,5 0,39+0,00

A’ stigmasténol 39,00+3,14 1,74+0,17 11,83+1,7 0,410,213 3,773%1,3 0,13+0,04
A" avénastérol 9,34+0,62  0,42+0,02 22,32+0,21 0,77+0,00 30,08+2,6  1,06+0,39
Stérols totaux 2594,13¢ 100 2906,512 100 2767,41° 100

Dans les trois especes d'huiles étudiées, le B-sitostérol est le stérol prédominant (entre 82,44 % et
88,8 % de l'ensemble des stérols présents). Ce stérol est intéressant pour ses effets nutritionnels et
physiologiques potentiellement bénéfiques pour la santé (Jones et Raeini-Sarjaz, 2001). Ce méme
composeé est largement répandu et constitue le principal stérol des huiles végétales. La teneur en
[B-sitostérol obtenue dans les huiles étudiées est comparable a celle dans I'huile d’olive (85,9%),
mais supérieure a celle des huiles végeétales conventionnelles (huile d’arachide (62,3%), huile de
tournesol (61,9%), huile de soja (48,6%), etc.).
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Le stigmastérol est le stérol qui apparait en deuxieme position en termes de quantité avec 4,02-
6,76 %. Cette teneur est également voisine de celle de I'huile d'olive (3,19 %). Les stérols majeurs
dans I’huile de Quercus sont le A®avénastérol (2,61-5,24 %) et le campestérol (2,12-2,36 %). Les
autres composés stéroliques tels que Cholestérol, Sitostanol, A>?* Stigmastadiénol, A’

Stigmasténol et A” avénastérol sont présents en trés faibles quantités.

Il semblerait que ces résultats soient en accord avec ceux relevés par d’autres auteurs sur des
huiles de Quercus Espagnoles (Léon-Camacho et al., 2004) et d’autres Jordaniennes (Al
Raoussan et al., 2013).

La composition stérolique de I’huile de Quercus est particuliére, elle differe de celles de la
plupart des huiles conventionnelles comestibles ; par conséquent, elle ne devrait pas étre
comparée. Cependant, elle présente une similitude remarquable avec la composition stérolique de
I’huile d’olive en termes de fractions stéroliques majeures (B sitostérol, stigmasterol, campestérol,
avénasterol). En outre, c’est la seule huile, a c6té de I’huile d’olive, qui contient un taux

particuliérement élevé de B-sitostérol.
3.3.En composés volatils

Les composés volatils, associés aux composés phénoliques, sont responsables des attributs
sensoriels des huiles. Ilsprésentent un grand intérét car ils ont un impact sur la qualité des huiles

et servent a détecter les adultérations (Kalua et al., 2007 ; Guerfel et al., 2012) .

Une simple analyse chimique ne suffit pas pour déterminer la qualité de ’huile de Quercus. En
effet, les composes volatils qui se développent pendant la process puis pendant le stockage sont
capables de modifier ’odeur et la saveur de I’huile (Kalua, 2007; Tanouti et al., 2012).

Bien que les propriétés sensorielles de I'huile d'olive soient bien connues (IOOC, 1996), aucune
information n'est disponible sur les caractéristiques sensorielles des huiles de Quercus. Pour cela,
I’identification des composés responsables des différents attributs sensoriels serait d’un grand
intérét pour le contrdle de la qualité.

Le tableau 16 présente les résultats relatifs aux composés volatils déterminés dans les huiles de
Quercus par SPME-GC/MS.

Le tableau 16 a été établi a partir des pics des chromatogrammes obtenus par GC/MS (Annexe 9).

Au total, 42 composeés volatils, appartenant a différentes classes chimiques, ont été détectés dans
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I’espace de téte des huiles analysées. Les principales classes de composés volatils identifiées
sont: les aldéhydes, les alcools, les esters, les cétones, les acides carboxyliques, les

hydrocarbures et les terpenes.

Tableau 11. Profils en composeés volatils des huiles de Quercus

Composes volatils Q. ilex Q. suber Q. coccifera
Aldéhydes

Hexanal n.d. 0,80+0,09 n.d.
Nonanal 0,06+0,01 0,01+0,00 0,04+0,01
Trans-2-hexénal 0,24+0,01 0,55+0,02 n.d.
Benzaldéhyde 1,05+0,36 1,08+0,18 0,87+0,10
Benzéne-acétaldéhyde 0,44+0,16 0,61+0,1 n.d.
Phénylacétaldéhyde n.d. n.d. 0,82+0,16
2-furancarbox-aldéhyde,5-méthyl- 0,34+0,17 n.d. n.d.

¥ Aldéhydes 2,14+0,71° 3,06+0,4 1,74+0,28°
Alcools

Ethanol 1,56+0,02 1,6£0,17 n.d.
Linalol n.d. n.d. 1,21+0,2
X Alcools 1,5740,02° 1,740,172 1,2240,2°
Esters

Acétate d'éthyle 1,56+0,08 0,5+0,1 0,41+0,00
Acide acétique, butyl ester 4,09+0,24 4,49+0,55 4,57+0,06
Acétate de 1-méthoxy-2-propyle 4,61+0,17 n.d. 2,32+0,02
Acide hexanoique, éthyl ester 0,23+0,01 n.d. n.d.
Acide benzoique, 2-hydroxy-,éthyl ester 1,05+0,01 n.d. n.d.
Butanoate d'hexyle 0,19+0,00 n.d. 0,13+0,08
Y Esters 11,75+0,51° 5.0+0.65° 7,43+0,17°
Ceétones

2-Pentanone 1,12+0,88 0,47+0,04 0,23+0,01
3-Penten-2-one, (E)- 1,92+0,01 1,62+0,08 1,17+0,04
2-Cyclopenténe-1,4-dione 0,27+0,03 n.d. 0,11+0,01
Acétophénone 0,19+0,06 1,23+0,64 n.d.

X Cétones 3,51+0,98° 3,33+0,8° 1,51+0,06"
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Acides carboxyligues

Acide acétique
Acide propionique
X Acides carboxyliques

Terpéne et lactones

Sabinene
3-Carene
S-Pinéne
D-Limonene
beta-myrcene
p-Cymene
Camphéne
Myrcéne
(2)-Ociméne
a- Ocimeéne
m- Cymene
O-Cymeéne
Butyrolactone
delta-hexalactone

X Terpene et lactones

Hydrocarbures
n-Octan

Octane, 3-éthyle

X Hydrocarbures

Autres composés

Furfural
Phénol, 2-méthoxy-
Phénol

Benzene, 1-éthyl-2-méthyl-
Benzene, 1,2,3-triméthyl-

10,10+1,08
0,08+0,01
10,18+1.09%

7,82+0,4
1,18+0,12
0,32+0,05
24,16+3,48

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.
0,20+0,01
1,99+0,02
4,49+0,03

40,16+4,12"

n.d.
n.d.
n.d.

3,27+0,07

2,45+0,06

5,18+0,27
n.d.
n.d.

7,49+0,5
n.d.
7,49+0,5°

6,09+0,6
n.d.
n.d.
23,15+3,08
1,00+0,34
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
0,59+0,12
0,97+0,06
1,76+0,15
n.d.
33,614,357

2,1840,1
0,52+0,02
2,61+0,12

2,28+0,09
0,43+0,13
3,34+0,85

2,53+0,4
4,99+1,29

6,47+0,3
n.d.
6,47+0,3°

7,65+0,43
1,83+0,09
0,86+0,10
26,91+29
1,06+0,02
0,13+0,01
0,22+0,02
1,11+0,19
0,34+0,01
0,29+0,05
n.d.
1,82+0,23
0,59+0,04
n.d.
42,834,072

n.d.
n.d.
n.d.

1,53+0,04

2,24+0,5
2,60+0,45
0,47+0,01
1,95+0,24

n.d : non détectable
X : Somme
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Selon les résultats du tableau 16, les composés terpéniques constituent la classe la plus
représentative de composés volatils (représentant environ 33,6 a 40,16 % de l'ensemble des
composés volatils), parmi lesquels le D-limonene est le composeé le plus abondant dans les trois
huiles étudiées avec plus de 23 %. Un autre composé terpénique présent a des concentrations

relativement élevées a été détecté : le sabinéne (environ 7%).

Parmi les autres classes de composés volatils, nous avons détecté par ordre décroissant : les esters
(5-11,75 %), les acides (6,47-10,18 %), les cétones (1,51-4,06 %), les aldéhydes (1,74-3,06 %),

les alcools (1,22-1,7%) et d’autres composés volatils mineurs.

Comme le montre le tableau 5, la composition chimique de la fraction volatile des huiles de
Quercus varie considérablement en fonction de I’espeéce. Quantitativement, des différences
significatives (p <0,05) ont été mises en évidence pour les différentes classes de composés
volatils entre les huiles étudiées. Il est a signaler que la plupart des composés ont éte détectes
dans toutes les huiles de gland, a I'exception de certains composes volatils, présents
exclusivement dans certains echantillons, tels que le linalol dans 1’huile de Q. coccifera, I'acide
propionique I’huile de Q. ilex et le m-cyméne I’huile de Q. suber. En effet, ces composés
caractéristiques d’espéces peuvent étre considérés comme des biomarqueurs de ces especes.

Les variations mineures du profil des composés volatils observées pourraient étre liées a 1’effet
espece, les conditions environnementales et la maturité du fruit de gland. L huile de Q. coccifera
a été caractérisée par les plus fortes concentrations de terpénes, tandis que I’huile de Q. ilex a

présentée les teneurs les plus élevées en esters et en acides.

Les aldehydes et les alcools ont été les composés volatils les moins abondants dans les trois
huiles de gland. Il est reconnu que, les aldéhydes, dérivés de l'oxydation de I'acide linoléique, et
les alcools, issus du processus de fermentation des fruits, sont responsables des attributs négatifs
et génerent un mauvais godt dans les huiles (Angerosa, 2000 ; Morales et al., 2005 ; Caponio et
al., 2015). Le faible pourcentage de ces deux composés volatils indique que les huiles étudiées
sont dans un état non oxydé, ce qui est confirmé par les analyses chimiques précédentes (Kas2,
K270 et IP).

Plusieurs esters ont été détectés et représentent 5 a 11,75% de I’ensemble des substances

volatiles. L’acide acétique butyl ester a été significativement I'ester le plus abondant dans les trois
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espéces, alors que l'acétate d'éthyle a été présent en faible quantité. En ce qui concerne les
cetones, le composé le plus abondant a été le 3-penten-2-one, (E)- suivi du 2-pentanone.

Parmi les acides carboxyliques, l'acide acétique a été détecté avec des différences significatives
(p <0,05), entre les trois huiles étudiées, alors que l'acide propionique n'a été présent que dans
I’huile de Q. ilex et a une concentration trés faible. Les acides carboxyliques sont liés a des
sensations acides et piquantes et contribuent aux odeurs de transpiration et de rance, ce qui
correspond aux attributs négatifs dans les huiles (Kalua et al., 2007). Ainsi, ce résultat indique un
bon niveau de qualité des échantillons d’huiles examinés et une faible incidence des phénoménes

d’auto-oxydation.

Du fait que ces composes volatils ont été trouvés dans les trois huiles pures et fraiches, il est
présume qu’ils peuvent étre considérés comme des biomarqueurs spécifiques des especes du
genre Quercus.

Comme il s’agit de la premiére étude sur la fraction volatile de I’huile de Quercus, nous pouvons
affirmer que les huiles de Quercus se sont avérées contenir des profils en composés volatils

specifiques.
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4. Activité antioxydante des huiles de Quercus
4.1.Profils des composés phénoliques

Les teneurs moyennes en polyphénols totaux (mg GAE/kg d’huile) et en flavonoides (mg CE/kg
d’huile) sont déterminées a partir des équations de la régression linéaire établies (courbes

d’étalonnage, Annexe 1 et 2). Les résultats obtenus sont récapitulés dans le tableau 17.

Tableau 12. Teneurs moyennes en polyphénols totaux (mg GAE/Kg) et en flavonoides (mg
CE/kg) des huiles de Quercus

Parameétres Q. ilex Q. suber Q. coccifera

CPT” 195,64 +£3,18 ¢ 322,06 +7,29° 436,86 + 4,90 2
CPT™ 180,88 £ 3,44 ¢ 319,74 +17,47° 376,47 £ 22,832
FT 131,60 £ 3,502 122,99 + 1,65 ° 105,70+ 0,86 ¢

CPT ™ : Composés phénoliques totaux quantifiés par les méthodes de Folin Ciocalteu ; CPT ™: Composés
phénoliques totaux quantifiés par HPLC-DAD ; FT: Flavonoides totaux. Les différentes lettres en exposant indiquent
une différence significative a p < 0,05.

Les huiles des especes de Quercus analysees contiennent une quantité appréciable en composés
phénoliques. Ce résultat a éte confirmé a la fois par la méthode de Folin-Ciocalteu et par la
quantification par HPLC-DAD. Des différences significatives (p < 0,05) ont été constatées entre
les trois especes, avec des valeurs significativement plus élevées pour Q. coccifera suivie de Q.

suber et Q. ilex.

Les teneurs en polyphénols totaux évaluées a I’aide du réactif de Folin-Ciocalteu sont supérieures
a celles quantifiées par HPLC. Cette différence est due vraisemblablement au fait que le dosage
par le Folin-Ciocalteu n'est pas spécifique aux polyphénols, ou beaucoup de composes peuvent

réagir avec ce réactif, donnant un taux phénolique apparent élevé (Tawaha et al., 2007).

Les huiles de gland étudiées semblent étre caractérisées par des teneurs en CPT plus élevées que
celles déja citées pour les huiles de gland de Quercus originaires des autres pays du bassin
méditerranéen (Al-Rousan et al., 2013). En outre, les teneurs en CPT de ces huiles sont
comparables a celles d’autres huiles végétales de bonne qualité, telle que I’huile d’olive extra
vierge. En particulier, les huiles de Q. coccifera et de Q. suber ont montré des valeurs similaires a

celles des huiles d’olive riches en polyphénols qui se caracterisent par un godt amer et piquant
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intense (Rotondi et al., 2010). D'autre part, I’huile de Q. ilex a présenté une teneur en CPT plus

comparable aux huiles d’olives douces, qui sont moins riches en polyphénols.

Concernant les flavonoides totaux, leur teneur varie entre 105,70 et 131,60 mg CE/kg d’huile.
Ces résultats montrent que les trois huiles étudiées sont riches en flavonoides. De méme, des
différences significatives (p < 0,05) ont été observées entre les trois espéces étudiées. En effet,
I’huile de Q. ilex a présenté la teneur la plus élevée, suivie de Q. suber et de Q. coccifera
(Tableau 17).

Les huiles de Quercus se distinguent des autres huiles végétales par leurs teneurs remarquables
en flavonoides. Par exemple, dans les huiles dolive vierges, la teneur en flavonoides est
généralement faible, allant de quelques mg kg™ a environ 50 mg kg™ d’huile (Tamborrino et al.,
2017; de Torres et al., 2018).

Pour I’identification des composés phénoliques des huiles étudiées, nous rappelons que la
chromatographie liquide (LC) couplée a la spectrométrie de masse (MS) équipée d’une source
d’ionisation ESI (ionisation par électrospray) a été utilisée. L’acquisition des données spectrales
en mode négatif (fournissant les ions [M-H]-) nous a permis d’obtenir des spectres MS avec un
meilleur rapport m/z. Le tableau 18 regroupe, en fonction du mode d’ionisation choisi, les
rapports m/z caractéristiques de leur ion moléculaire [M-H]- et de leurs principaux ions
fragments.

Les données obtenues ont montré que, mis a part les quantités, les profils phénoliques obtenus
pour les trois huiles étudiées ont été assez similaires, en particulier dans le cas des Q. suber et Q.
coccifera, qui ont été presque identiques (Annexe 10).

La Figure 28 montre un exemple de chromatogramme de l'extrait méthanolique de I'huile de
Quercus, tandis que les résultats de I'identification des composés phénoliques sont présentés dans
les tableaux 18 et 19.
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Figure 21. Chromatogramme LC-PDA-MS a 280 nm des composes phénoliques
de I'huile de Q. coccifera

Les temps de rétention correspondant aux composés sont énumérés dans le tableau 18.

Vingt (20) composes ont été détectes dans I'extrait méthanolique des huiles de gland analysées
par LC-MS/MS, dont douze (12) d'entre eux ont été identifiés par comparaison avec des

standards, des données chromatographiques et MS de la littérature (Gracia-Villalba et al., 2017).

Il a été constaté que les composés les plus abondants de I'huile de Quercus appartiennent a la
classe des dérivés des tanins hydrolysables sous forme d'esters galloyliques de glucose
(gallotannins), d’esters d’hexahydroxydiphénoyle de glucose (ellagitannins) et d’associations

d’esters galloyle et d’hexahydroxydiphénoyle de glucose (HHDP-glucose).

Les principaux esters galloyliques de glucose détectés sont : digalloyl hexose, trigalloyl-glucose
et tetragalloyl-pentoside. En effet, la présence de digalloyl hexose (pic 1) est marquée par un ion
m/z 483 ([M-H]") et par des ions fils m/z 313, 423, 331et 271.

Cing (5) combinaisons isoméeres d'esters de galloyle et d’hexa-hydroxy-diphénoyle de glucose ont
été détectées sous la forme de digalloyl- HHDP-glucose qui a donné un ion m/z 785 avec des ions
fils m/z 301, 633, 615; et de trigalloyl- HHDP-glucose qui a été identifié a m/z 937.
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Tableau 13. Identification des composés phénoliques individuels
des huiles de Quercus réalisée par le systeme UHPLC-ESI-MS / MS

N° TR A max [M-HT Composés identifiés Fragments MS/MS *
(m/z)
1 1,61 270 483 Digalloylhexose 313(100), 423(76), 331(62), 271(26)
2 1,86 270 933 Castalagine 631(100), 915(80), 889(35), 871(30)
3 2,51 270 783 Di-HHDP - hexoside 301(100), 481(45), 765(35), 275(25)
(Pédunculagine)
4 2,97 272 785 Digalloyl- HHDP - glucose 301(100), 633(46), 615(25)
5 3,71 272 935 Galloyl-bis HHDP- hexoside 633(100), 917(60), 873(30)571(20),
(Casuarictine) 659(20), 301(10)
6 4,76 269 387/785  Digalloyl- HHDP- glucose (785)  387—207(100), 163(35), 369(19);
785—301(100), 483(64), 633(34)
7 7,00 267 635 Trigalloyl- glucose 465(100), 483(30)
8 7,65 277/357 197 NI -
9 8,01 263/361 787 Tétragalloyl- pentoside 635(100), 617(30)
10 8,37 261 709 NI 633(100), 634(24), 635(12)
11 8,80 274 557 NI 539(100)
12 9,66 278 787/937  Tétragalloyl- pentoside (787), 787—635(100), 617(30), 465(10);
Trigalloyl- HHDP- glucose (937)  937—767(100), 301(80), 465(50),
785(40), 741(40), 419(20)
13 10,09 280 787/861  Tétragalloyl- pentoside (787), 787—617(100), 635(15), 465(10),
glucose-trigalloyl- HHDP(937) 573(5); 861—785(100), 937(80),
776(40), 765(20), 700(20)
14 10,42 280 861 NI 785(100), 937(80), 776(40), 765(20),
700(20)
15 11,01 280 937 Trigalloyl- glucose - HHDP 769(100), 917(30), 852(30), 861(29),
617(8), 465(8), 301(10)
16 11,41 280 469/939  Pentagalloyl- glucose (939) 469—393(100), 769(70),317(10),
617(10); 939—769(100), 787(10),
17 1254 220 724 NI 677(100)
18 13,42 220 837 NI 791(100)
19 1527 280 - NI -
20 18,69  282/309 357 NI 342(100), 233(60), 189(40),
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TR : Temps de rétention ; [M-H]" (m/z) : ion moléculaire ; NI : Non identifié, HHDP : hydroxy-diphénoyle ; * : Les
numéros entre parentheses représentent 1’abondance relative des ions énumérés dans MS/MS

Le pic 2 indique la présence d’une Castalagine dont les fragmentations sont 1’ion m/z 933 ([M-
H]) et les ions fils m/z 631, 915, 889 et 871. L’ion m/z 935 ([M-H]-) (pic 5) et les ions fils m/z
633, 917, 873, 571, 659 et 301 correspondent au galloyl-bis HHDP-glucose (Casuarictine). Dans
certains cas, une co-élution s'est produite, comme dans le cas des pics sortant a 9,66 et 10,09 min,
qui présentent des ions moléculaires a m/z 787 et m/z 937 respectivement.

Certains composés n’ont pas été identifiés car ils présentent un schéma de fragmentation qui ne
correspond a aucune substance connue dans la littérature. Nous avons supposé que l’ion
moléculaire a m/z 197 [M-H]" (pic 8) correspond a l'acide syringique. Cependant, il a été
impossible de déterminer 1’identité de I’acide syringique en raison de la trés faible intensité du

signal par rapport au bruit.

Les quantités des composés phénoliques (mg GAE/kg d'huile) identifiés et évaluées a partir des
profils HPLC sont récapitulées dans le tableau 19.

Comme I’indique ce tableau, les concentrations des principaux composés phénoliques identifies
ont été évaluées a partir des profils HPLC, et la teneur totale en composés phénoliques a été
calculee comme la somme des composés phénoliques identifiés. Une grande variabilité a été
observée dans la teneur en composés phénoliques des espéces étudiées. L’espece Q. coccifera a
présenté la plus grande diversité et la plus grande quantité de tanins hydrolysables par rapport aux

autres especes.

Ces données, bien qu’elles résultent d’une méthode semi-quantitative, pourraient offrir une
comprehension plus précise des caractéristiques des huiles de gland et elles confirment la quantité
phénolique élevée obtenue par la méthode de Folin-Ciocalteu. D’aprés les données du méme
tableau, le composé correspondant au pic 15 révélé a 11,01 min, présente le principal composé de

la fraction phénolique des huiles étudiées.
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Tableau 14. Teneurs moyennes des composes phénoliques (mg GAE/kg d'huile)
des huiles de Quercus identifiéspar HPLC

Composés phénoliques Q. ilex Q. suber Q. coccifera
Digalloylhexose 1,73 +£0,27 1,26 £ 0,20 1,22 £0,14
Castalagine 2,01 +£0,07 1,45+0,12 1,52 £0,02
Di-HHDP - hexoside (Pédunculagine) 0,14 + 0,00 1,22 £ 0,00 1,12 £ 0,06
Digalloyl- HHDP - glucose 0,26 £0,01 3,00+£0,2 2,36 £0.32
Galloyl-bis HHDP- hexoside (Casuarictine) 0,22 £0,02 1,93 £ 0,06 2,29 +£0,24
Digalloyl- HHDP- glucose - 1,32 £ 0,05 3,88 £ 0,20
Trigalloyl- glucose 1,49 £ 0,02 3,32 +£0,22 4,87 +0,36
NI - 3,91+0,72 2,79 £0,59
Tétragalloyl- pentoside 1,98 + 0,09 6,06 £ 0,22 6,55 + 0,61
NI 1,61+£0,2 5,27 £0,31 6,75+0,10
NI - 515+0,25 6.1+£0,16
Tétragalloyl- pentoside, Trigalloyl- HHDP- - 17,52 £+ 0,48 21.26 £ 0,6
glucose
Tétragalloyl- pentoside , glucose-trigalloyl- 20,83 +0,11 28,13 +1,58 34,82+ 1,74
HHDP
NI 13,4 + 0,47 22,28 £0,98 27,27 +£1,35
Trigalloyl- glucose - HHDP 81,89 + 10,0 101,47 £5,6 129,15+ 8,1
Pentagalloyl- glucose 10,75 £ 0,24 20,90 £ 0,38 20,22 £1,19
NI 1,79 +0,01 4,63 + 0,66 2,31+£0,68
NI 24,02 £0,28 50.51+25 56,05 + 3,22
NI 2,10+£0,04 8,80 £ 0,67 9,06 £ 0,53
NI 2,19+0,03 3,11+0,15 3,42+0,16
Total 180,88 +3,44¢ 319,74+ 175" 376,47+22,8°2
- Traces

NI : non identifié

Les différentes lettres en exposant indiquent une différence significative a p < 0,05

Les huiles étudiees ont présenté des teneurs en CPT plus comparables aux huiles d’olives, comme
il a été démontré précédemment, cependant, il convient de souligner que les types de composés
phénoliques détectés dans les huiles de Quercus sont compléetement différents de ceux présents

dans les huiles d’olives.
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Les composés phénoliques presents dans les huiles de Quercus, de par leur activité antioxydante,

peuvent contribuer au maintien de la qualité de celle-ci.

4.2.Profils des tocophérols

Les tocophérols sont des constituants importants dans la fraction insaponifiable en raison de leurs
actions vitaminiques et antioxydantes. Les chromatogrammes des huiles obtenus (Figure 29) et
les courbes de calibration externes de tocophérols individuels étalons (Annexe 3), nous ont

permis d’aboutir aux résultats mentionnés dans le tableau 20.

Tableau 15. Concentrations moyennes des tocophérols (mg/kg d’huile brute)
des huiles Quercus

Tocophérols Q. ilex Q. suber Q. coccifera Huile d’olive
a-tocophérol 244,66 + 6,51 126,94 + 5,25 138,09 + 4,64 240

(B + y)-tocophérols 403,59 + 5,87 389,60 £ 4,42 422,02 £2,42 Tr

- tocophérol 16,33 £ 0,90 13,66 + 1,61 19,73 £0,33 Tr
Tocophérols totaux 664,58 * 530,16 ¢ 579,84 ° 240

Tr : trace

Les différentes lettres en exposant indiquent une différence significative a p<0,05

L’analyse des huiles de Quercus par HPLC a donné des teneurs en tocophérols totaux comprises
entre 530,16 et 664,58 mg/kg d'huile brute. Des différences significatives (p <0,05) ont été
révélées entre les teneurs en tocopheérols totaux des trois especes de Quercus. Ces valeurs
témoignent de la richesse des huiles étudiées en tocophérols totaux par rapport a I’huile d’olive

ou la teneur en tocophérols totaux ne dépasse pas 240 mg/kg d'huile (Kiritsakis et al., 1998).

L’analyse des tocophérols nous a permis aussi d’identifier et de quantifier quatre isoméeres : o -
tocophérol, (B + y)-tocophérols et 3- tocophérol. Les deux isomeres (B + y)-tocophérols sont les
formes les plus prédominants dans les trois huiles étudiées avec une teneur comprise entre 389,60
et 422,02 mg/kg d’huile, alors que des petites quantités de d-tocophérol (allant de 2,5 a 3,4%) ont

été observées.

A la lumiére de ces résultats (Figure 29, Tableau 20), nous remarquons que les huiles de Q. suber
et Q. coccifera ont présenté des profils de tocophérols similaires, ce qui est tout a fait différent de

celui de Q. ilex. En effet, Les deux isomeres (B+y)-tocophérols des huiles de Q. suber et Q.

105



Deuxieme partie : Le fruit de Quercus pour la production d’une huile alimentaire
Résultats et discussion

coccifera représentent plus de 70 % de la teneur totale en tocophérol. En revanche, I’huile de Q.
ilex a présenté la teneur significativement la plus élevée en a-tocophérol (> 35 % des tocophérols
totaux). L’huile de Q. ilex a egalement montré une teneur significativement plus élevee en
tocophérols totaux, alors que 1’huile de Q. suber a montré la plus faible teneur significative en

formes de tocophérols individuels et en teneur des tocopheérols totaux.

La prédominance des (B + y)-tocophérols par rapport aux autres formes de tocophérols, dans
I’huile de Quercus, a été rapportée dans la littérature (Ledn-Camacho et al., 2004 ; Al-Rousan et
al., 2013). La valeur des (B + y)-tocophérols de nos huiles est un peu plus élevée que celle donnée
par Ledn-Camacho et al. (2004). A I’inverse, Al-Rousan et al. (2013) ont trouvé des valeurs plus

élevées.

La valeur d’a-tocophérol des huiles analysées (126,94 - 244,66 mg/kg) est supérieure a celle citée
dans la littérature, excepté celle rapportée par Al-Rousan et al. (2013) qui a été de I’ordre de 141-
230 mg/kg d’huile et donc dans le méme intervalle. Enfin, la teneur en 3-tocophérol obtenue est
supérieure a celle rapportée dans la littérature. La différence entre la teneur en tocophérols de nos
huiles et celle donnée par la littérature est due probablement a des facteurs pédoclimatiques,

I’espece et la zone de provenance du fruit.

Comparativement a d’autres huiles végétales alimentaires (Harwood et Quinn, 2000 ; Cuvelier et
al., 2003), les huiles des fruits de Quercus peuvent étre classées parmi les huiles végétales riches
en tocophérols. La plupart des huiles végétales contiennent de I’a, B et y tocophérols. Le 6-
tocophérol, I'antioxydant le plus efficace que les autres formes des tocophérols, existe en quantité
non négligeable dans 1’huile de Quercus (13,66-19,73 mg/kg d’huile) et seulement dans quelques
huiles végeétales, comme I’huile de coton, I’huile de germe de blé, I’huile de soja, I’huile de ricin
et ’huile d’arachide (Harwood et Quinn, 2000 ; Cuvelier et al., 2003).

L’activité antioxydante de 1’6-tocophérol et le y-tocophérol excede celle de 1’a-tocophérol, ce qui
confére une trés grande stabilité oxydative a I’huile de Quercus et lui procure une certaine

protection durant le stockage et la transformation.

Comme cité précédemment, la teneur en huile dans les fruits du Quercus est faible (de I’ordre 8
%) mais la teneur en tocophérols est élevée, donc on peut utiliser ces huiles comme des

antioxydants ou a des fins thérapeutiques.
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Figure 22. Chromatogrammes typiques des tocophérols des huiles étudiées A: Q. ilex;
B: Q. suber; C: Q. coccifera

4.3.Profils des pigments
Les teneurs moyennes en caroténoides (mg de p-caroténe /kg d'huile) et en pigments

chlorophylliens (mg de phéophytine a /kg d'huile) des échantillons d’huiles obtenuessont
rapportées dans le tableau 21.

Tableau 16. Teneurs moyennes en caroténoides et en pigments chlorophylliens
des huiles de Quercus

Pigments Q. ilex Q. suber Q. coccifera
Caroténoides 42,29 +146" 66,33 £ 0,90 2 43,13+ 0,60°
chlorophylles 1,88 +0,01° 2,03 £ 0,012 1,10 £ 0,02°

Les différentes lettres en exposant indiquent une différence significative a p<0,05
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A la lecture du tableau 21, les huiles étudiees ont présenté de faibles teneurs de chlorophylles
totales, alors que les teneurs en caroténoides totaux sont nettement élevées. L huile de Q. suber a

présenté le contenu le plus significatif des deux pigments.

Globalement, les teneurs insignifiantes des pigments chlorophylliens, ainsi que les teneurs
élevées des caroténoides, bien connus comme étant des inhibiteurs efficaces de la photo-
oxydation, nous ont permis de suggérer que les huiles des espéces de Quercus pourraient étre
assez stables a l'oxydation, en particulier lors d'une exposition a la lumiere (Psomiadou et
Tsimidou, 2002 ; Choe et Min, 2006).

Par rapport & la littérature consultée, aucune donnée sur les caroténoides et les pigments
chlorophylliens de I’huile de Quercus n’a été rapportée. Cependant, on peut considérer 1’huile de
Quercus comme une huile assez semblable aux autres huiles végétales connues (huiles de

tournesol, d’arachide, de soja et de colza) (Karleskind, 1992).

4.4 Activité antioxydante des huiles de Quercus

Nous rappelons que I’activité antioxydante des huiles de Quercus a été mesurée par deux tests : le
test du piégeage du radical libore DPPH* et le test de réduction du radical-cation ABTS°". Ces

deux méthodes sont couramment utilisées pour analyser les extraits des fruits et des plantes.

Le tableau 22 donne un apercu de l'activité antioxydante de la fraction phénolique évaluée par les
tests DPPH et ABTS, et celle des huiles évaluée par le test DPPH.

Tableau 17. Activité antioxydante (umol ET /g d’huile)
des huiles de Quercus

Espéces Fraction phénolique Huile
DPPH ABTS DPPH

Q. ilex 1,27+£0.01° 1,56 +0,09°¢ 2,92 £0,02¢

Q. suber 2,69 +0,05° 3,23+0,17" 3,88 +0,01°

Q. coccifera 3,34 £0,022 3,79 £0,01° 4,32 +£0,022

Les différentes lettres en exposant indiquent une différence significative a p<0,05

Comme le montre le tableau 22, I’analyse de Il’activité antioxydante montre une différence

significative (p < 0,05) entre les trois espéces de Quercus.
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La capacité de balayage des radicaux DPPH* et ABTS®* est variable entre les différentes
fractions phénoliques des huiles de Quercus. Elle est beaucoup plus importante dans la fraction
de Q. coccifera suivie de la fraction de Q. suber par rapport a celle de Q. ilex qui a présenté la
faible activité. Ce résultat est probablement di a la richesse de I’espéce Q. coccifera en agents
antioxydants.

Cantos et al. (2003) ont obtenu des résultats similaires en mesurant 1’activité antioxydante de la

fraction phénolique pour les trois espéces de Quercus en utilisant les deux radicaux.

Au vu des valeurs de I’activité antioxydante enregistrées (Tableau 22), nous pouvons déduire que
les huiles de Q. coccifera détiennent la capacité antioxydante la plus élevée par rapport aux autres
huiles. L’activité antioxydante significativement élevée des huiles de Quercus est due a I’effet
inductif des antioxydants naturels présents dans ces huiles tels que les tocophérols, les composes
phénoliques et les caroténoides qui réduisent et décolorent les radicaux libres (DPPH*, ABTS®)

en raison de leur capacité a céder I’hydrogene (Turkmen et al., 2007 ; Servili et al., 2009).

Aprés I’identification des composés pheénoliques des huiles de Quercus par LC-MS/MS, il s’est
avére que les composés les plus abondants sont des dérivés de tanins hydrolysables. Ces derniers
ont déja montré leur potentiel prometteur en tant qu'antioxydant dans le domaine agroalimentaire
(Okamura et al., 1993 ; Gulcin et al., 2010 ; Medini et al., 2014). Cela nous laisse suggérer que
non seulement la quantité de polyphénols, mais aussi le type de polyphénols ont contribué dans

I'activité de piégeage contre ces radicaux.

Etant donné qu'aucune expérience préalable sur l'activité antioxydante des huiles de Quercus n'a

été rapportée, la fiabilité des résultats dans la présente étude est difficile a établir.

Des corrélations entre D’activité antioxydante et les différentes variables mesurées ont été
recherchées pour explorer d’éventuelles interdépendances. Les résultats obtenus sont regroupés

dans le tableau 23.
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Tableau 18. Matrice de corrélations linéaires entre les composés antioxydants
et la capacité antioxydante

Variables Coefficient de corrélation r P
CPT?- DPPH" 0,983 N
CPT?- ABTS 0,956 ”
CPT- DPPH" 0,785 i
CPT’— ABTS 0,868 ”
Flavonoides - DPPH" 0,936 -
Flavonoides ~ABTS 0,982 -
CPT2- DPPH™ 0,982 -
CPT?- DPPH™ 0,822 "
Flavonoides - DPPH™ 0,962 -
Tocophérols - DPPH™ 0,593 :
Caroténoides - DPPH™ 0,235 :

CPT?: Composés phénoliques totaux quantifiés par les méthodes de Folin Ciocalteu ; CPT?: Composés phénoliques
totaux quantifiés par HPLC-DAD ; DPPH": activité antioxydante de la fraction phénolique ; DPPH™: activité
antioxydante de ’huile. "(p < 0,05) corrélation significative ;™ (p < 0,01): corrélation trés significative

Une forte corrélation significative (p< 0,01) a eté observee entre la capacité de piégeage des
radicaux libres (DPPH+, ABTS°+) et le contenu phénolique total. De méme, de fortes
correlations (p < 0,01) ont été également observées entre les teneurs en flavonoides et leurs
propriétés antioxydantes.

Les huiles de Quercus ont a leur tour donné de fortes corrélations entre leurs teneurs en composés
phénoliques et en tocophérols et leur pouvoir antioxydant. A I’inverse, un faible coefficient de
corrélation (r = 0,235) a été enregistré entre 1’activité antioxydante et les teneurs en caroténoides

des huiles étudiées ce qui signifie I’absence de leur interdépendance.

Par ailleurs, une corrélation positive a été constatée entre la capacité antioxydante et la teneur en
composés phénoliques. Ce constat signifie que les composés phénoliques sont les principaux

contributeurs aux propriétés antioxydantes de ces huiles.
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5. Stabilité oxydative des huiles de Quercus
5.1.Indices de qualité

Les huiles de Quercus extraites et analysées dans cette étude ont révélé de bonnes qualités
initiales (TO0), et ceci par rapport aux valeurs de I’acidité, de I’indice de peroxyde et de
I’absorbance en UV. Apres 180 jours de stockage (T6), chacune des huiles de Quercus a été
analysée pour ses caractéristiques qualitatives, et I’ensemble des résultats obtenus est reporté
dans le tableau 24. La figure 30 montre I’évolution des taux d’acides gras libres, des valeurs de

I’indice de peroxyde, de Kas2, K270 et AK aprés 6 mois de stockage des huiles de Quercus.

Tableau 19. Caractéristiques qualitatives des huiles de Quercus apres stockage

Parametres Q. ilex Q. suber Q. coccifera
1A (9/100g) 1,30 £0,19° 2,87 £ 0,282 1,67 £0,18°
IP (meq O2/kg) 1,94 +0,71° 1,46 + 0,032 1,68 + 0,382
K232 1,56 + 0,004 °¢ 2,00 +0,015° 2,59 +0,0042
K270 0,50 +0,06° 0,66 £0,00° 0,34 £0,02°¢
Ak 0,17 £0,03° 0,24 +0,02° 0,38+£0,02%

IA : indice d’acide ; IP: indice de peroxyde, Kasz: extinction spécifique a 232 nm, Kazo: extinction spécifique a 270
nm ; Les différentes lettres en exposant indiquent une différence significative a p<0,05

5.1.2. Acidité

A la lecture du tableau 24, la valeur minimale de I’IA est enregistrée par 1’huile de Q. ilex, tandis

que la valeur maximale est notée chez I’huile de Q. Suber.

Les résultats illustrés dans la figure 30 montrent que, pour les trois especes de Quercus, de
légeres variations des valeurs de I'TA au cours du stockage ont été enregistrées. L'analyse de

variance indique un effet significatif (p < 0,05) du stockage sur la qualité des huiles étudiées.

Nous rappelons qu’a T0, I'huile de Q. suber a montré la valeur d'acidité la plus élevée (1,13 +
0,14 g/100g d’huile). A T6, cette huile a donné a nouveau la valeur la plus élevée par rapport aux
autres huiles, qui est environ deux fois plus élevée que celle de I'huile fraiche. En effet,
l'augmentation des acides gras libres est due vraisemblablement a la dégradation hydrolytique des

triglycérides au cours du stockage.
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Globalement, cette évolution des acides gras libres dans les huiles de Quercus, apres stockage, est
supérieure a celle d'autres huiles végétales comestibles telles que l'arachide, le mais, le colza, le
son de riz et le pépin de raisin (Maszewska et al., 2018).

5.1.2. Indice de peroxyde

Plusieurs paramétres peuvent décrire I'état oxydatif des huiles. L'un de ces parametres est l'indice
de peroxyde (IP) qui augmente pendant le stockage (Zungur et al., 2014). La valeur initiale (T0)
de I'IP des huiles de Quercus étudiées est comprise entre 0,83 et 1,50 meq d'O2/kg, puis elle
augmente pour atteindre 1,46-1,94 meq d'O2/kg aprés 180 jours de stockage (T6) (Tableau 24).
L’huile de Q. ilex a révélé des valeurs légerement supérieures de I’IP, mais aucune différence

significative n’a été observée (p<0,05) entre les trois huiles de Quercus.

D’apres la figure 30, des différences significatives entre les huiles fraiches (TO) et les huiles

stockées (T6) ont été constatées.

Généralement, un produit avec un indice de peroxyde compris entre 1 et 5 meq Oz/kg d’huile
pourrait étre caractérisé par un faible état d'oxydation (Pragasam et al., 2015). Pour la durée de

stockage testée (180 jours), les huiles de gland analysees répondent a cette caractéristique.

5.1.3. Extinction spécifique dans ’UV a 232 et 270 nm

Similaire a I’IP, nous rappelons que la mesure dans ’'UV des diénes conjugués a 232 nm et des
trienes conjugués a 270 nm, est une méthode rapide de contrdle de la dégradation oxydative des
huiles végeétales qui peut également étre utilisée pour évaluer la stabilité du produit a I'oxydation
(Wanasundara et al., 1995).

A TO, les huiles de Q. coccifera et de Q. ilex ont présenté respectivement les valeurs les plus
élevées et les plus basses de K2s2 et Kazo. Apres stockage (a T6), ces valeurs sont restées presque
constantes pour Q. ilex, tandis qu'une légere augmentation a été observée pour Q. coccifera.
L’huile de Q. Suber a commenceé par une valeur intermédiaire mais elle a enregistré la plus forte
augmentation d'absorption a 232 et a 270 nm par rapport aux autres huiles. De méme,
l'augmentation relative de AK a été nettement plus marquée dans Q. Suber, suivie de Q. coccifera
et enfin de Q. ilex (Figure 30).

Les résultats obtenus confirment le constat souleve pour I’IP. Ils mettent en évidence une grande

différence dans la stabilité de I’huile de gland. En effet, cela est di probablement a I’effet espéce
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ou I’huile de Q. Suber s’est montré la plus susceptible a I’oxydation. Nous ajoutons aussi que
cette variabilité pourrait étre due aux caractéristiques particulieres des différentes huiles de gland

en termes de composition en acides gras et de composes antioxydants.

Q. coccifera

31 a b Q. suber

d Cc

1_

P2 K232 K282 K270 K270 AKI Ak
@ @ GO @

mQ. ilex

Figure 23. Evolution des caractéristiques de qualité des huiles étudiées avant (T0)
et apres stockage (T6)

1:aTO0; 2:aT6; Les différente lettres indiquent des différences significatives a p<0,05 déterminée par ANOVA a
deux facteurs.

5.2. Composition en acides gras

Le suivi de I'évolution de la composition en acides gras dans les huiles pendant le stockage est un

moyen efficace pour évaluer leur état d’oxydation (Douzane et Bellal, 2004 ; Marinova et al.,
2012).

Le tableau 25 regroupe les résultats de la composition en acides gras des huiles de Quercus apres
stockage, et la figure 31 montre la variation des teneurs totales en acides gras saturés, mono- et

polyinsaturés avant et apres stockage des huiles de Quercus.

Les résultats obtenus ont montré qu’aprés 180 jours de stockage, de léegeres modifications de la
teneur en acides gras ont été observées dans les trois huiles de Quercus. Les teneurs moyennes en
acides gras insaturés des huiles de Q. ilex et de Q. coccifera ont diminué¢ d’environ 4% par

rapport a leurs teneurs initiales. Cette diminution a été accompagnée d'une augmentation
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d'environ 5% des teneurs en acides gras saturés. L'huile de Q. Suber a été caracterisée par la plus

faible diminution de la teneur en acides gras insaturés (environ 2%).

Tableau 20. Composition en acides gras des huiles de Quercus apres stockage

Acides gras Q. ilex Q. suber Q. coccifera
C14.0 0,059+0,00 0,071+0,002 0,073+0,002
C16:0 12,87%0,06 12,800,029 12,77+0,04
Cil6:1 0,046+0,002 0,075+0,007 0,045+0,003
C17.0 0,103+0,001 0,103+0,001 0,092+0,001
Cir:1 0,05+0,004 0,071+0,004 0,061+0,013
C18:.0 2,92+0,007 2,67+0,01 2,830,011
C18:1n9c 67,50+0,001 67,00+0,02 67,300,004
C18:2n6¢ 13,700,005 15,07%0,02 13,890,005
C18:3n6 0,4+0,006 0,380,005 0,390,005
C20:0 0,57+0,008 0,65+0,07 0,61+0,05
C20:1 0,68+0,006 0,65+0,07 0,71£0,03
C22:0 0,180,004 0,200,015 0,180,007
C22:2 0,052+0,005 0,065x0,006 0,068+0,003
>AGS 16,53+0,08 # 16,22+0.05 © 16,35+0.04 °
SAGMI 68,28+0,03 ¢ 67,80£0.2° 68,13+£0.74 2
XAGPI 14,33+0,02 ¢ 15,78+0.52 14,57+0.05 °
2AGI 82,61 +0,06° 83,58+0,8° 82,7+ 0,81°

AGS : acide gras saturé ; AGMI : acide gras mono- insaturé ; AGPI : acide gras polyinsaturé ; AGI : acide gras
insaturé. Les différentes lettres en exposant indiquent une différence significative a p < 0,05

Il semble que cette légére variation de la composition en acides gras des huiles étudiées est
attribuée a leur faible teneur en acide linoléique qui est plus sensible a 1’oxydation et a leur forte
teneur en acide oléique qui est moins prét a s'oxyder. En outre, cette faible variation pourrait
également étre due a la teneur élevée en antioxydants naturels, notamment les composés
phénoliques, les tocophérols et les caroténoides des huiles de Quercus confirmés par des résultats
obtenus précédemment (8§ 7.4).

Ce constat signifie donc que la stabilité des huiles de Quercus étudiées dépend de la composition

en acides gras et en composés antioxydants, et que la diminution de la stabilité peut étre accélérée
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par une augmentation du temps de stockage; responsable des modifications des caractéristiques

physicochimiques et organoleptiques des huiles.

300 -
250 -
a e
200 -
a cd Q. coccifera
150 - b g Q. suber
b d m Q. ilex
100 -
50 - a d a c
b e a b
Nyl B I N N E . e
AGS1 AGS2 AGMI1 AGMI2 AGPI1 AGPI2 AGI1 AGI2

Figure 24. Variation des teneurs totales en acides gras des huiles de Quercus gras avant (T0)
et apres stockage (T6)

1:aTO0; 2:aT6; Les différente lettres indiquent des différences significatives a p<0,05 déterminée par ANOVA a
deux facteurs.

5.3. Composes volatils

L'analyse des composés volatils été proposée pour evaluer le taux d'oxydation des huiles. Au
cours du stockage des huiles végetales brutes et raffinées, divers composés volatils responsables
d'un aréme indésirable sont formés (Cert et al., 2000).

Le tableau 26 présente le profil des composés volatils des huiles de Quercus obtenu apres 180

jours de stockage.

Le stockage de I'huile de gland pendant 180 jours a provoqué une diminution de la teneur de
certains composes, une augmentation d'autres et l'apparition de certains composeés volatils dérivés
de l'oxydation en faibles quantités. Ces faibles quantités de composés volatils générés au cours du

stockage par I’oxydation témoignent du haut niveau de qualité des fruits de départ.
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Tableau 21. Profils volatils des huiles de Quercus apres stockage

Composés volatils Q. ilex Q. suber Q. coccifera
Aldéhydes

Hexanal 0,25+0,02 1,26+0,1 0,79+0,00
Nonanal 0,24+0,17 0,37+0,02 0,44+0,00
Trans-2-hexeénal 0,25+0,02 0,9+0,57 n.d.
Trans-2-pentenal 0,21+0,09 n.d. n.d.
Trans -2-Heptenal 0,05+0,00 n.d. n.d.
Benzaldéhyde 1,60+0,12 1,29+0,23 1,47+0,07
Benzéne-acétaldéhyde 1,04+0,26 2,33+0,14 n.d.
Phénylacétaldéhyde n.d. n.d. n.d.
2-furancarbox-aldéhyde,5-méthyl- 1,03+0,15 n.d. 0,26+0,1
¥ Aldéhydes 3,68+0,84" 6,16 + 1,072 2,97+0,18°¢
Alcools

Ethanol 2,96+0,39 2,5940,71 0,16+0,02
Pentanol 0,35+0,04 0,57+0,09 n.d.
Alcool furfurylique 0,42+0,18 n.d. 0,11+0,01
2-Heptanol n.d. 0,53+0,48 n.d.
2-Octanol 0,98+0,48 0,34+0,3 n.d.
alfa-Terpineol n.d. n.d. 0,29+0,06
Linalol n.d. n.d. 3,43+0,86
Y Alcools 4,72+1,09° 4,03+1,58" 3,99+0,95°
Esters

Acétate d'éthyle 1,17+0,00 n.d. 0,30+0,04
Acide acétique, butyl ester 4,07+0,2 4,23+0,12 4,44+0,1
Acétate de 1-méthoxy-2-propyle 4,33+0,01 n.d. 1,63+0,02
Acide hexanoique, éthyl ester 0,21+0,00 n.d. n.d.
Acide benzoique, 2-hydroxy-,éthyl ester n.d. n.d. n.d.
Butanoate d'hexyle n.d. n.d. n.d.

Y Esters 9,78+0,22°% 4,24+0,12° 6,37+0,15°
Cétones

2-Pentanone 1,75+0,00 0,77+0,01 0,93+0,02
3-Penten-2-one, (E)- 2,12+0,02 2,0340,00 1,55+0,09
2-Cyclopenténe-1,4-dione n.d. n.d. n.d.
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Acétophénone
Acétylacétone
Y. Cétones

Acides carboxyligues

Acide acétique
Acide propionique
Y Acides carboxyliques

Terpéne et lactones

Sabinéne
3-Carene
S-Pinéne
D-Limoneéne
beta-myrcene
p-Cymene
Camphéne
Myrcéne
(2)-Ociméne

a- Ociméne

m- Cymene
O-Cymeéne
Butyrolactone
delta-hexalactone
X Terpene et lactones
Hydrocarbures
n-Octan

Octane, 3-éthyle
X Hydrocarbures

Autres composés

Furfural

Phénol, 2-méthoxy-

Phénol

Benzene, 1-éthyl-2-méthyl-
Benzene, 1,2,3-triméthyl-

0,75+0,01
n.d.
4,62+0,03°

14,52+2,26
0,38+0,09
14,9+2,35°

6,68+0,4
0,16+0,00
n.d.
23,82+1,4
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
0,29+0,00
4,12+0,12
35,08+1,93°

n.d.

n.d.

n.d.
2,76+0.12
2,07+0.06
4,46+0.24

n.d.

n.d.
9,29+0.42°

1,91+0,64
1,23+0,01
5,47+0,65°

11,17+0,8
n.d.
11,17+0.8°

5,21+0,5
n.d.
n.d.
22,65+1,25
0,86+0,07
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

n.d.
1,06+0,05
n.d.
29,78+1,87 ¢

1,660,71
n.d.
1,66+0,71°
2,01+0,65
n.d.
2,18+0,29
2,42+0,1
4,47+1,22
11,08+2,2°

n.d.
n.d.
2,05+0,09°¢

7,33+0,40
n.d.
7,33+0,40°

6,7+0,24
0,53+0,14

n.d.
23,15+1,62
0,76x0,08

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.
0,77+0,00
0,25+0,00

n.d.

32,14+2,09°

n.d.
n.d.

n.d.
1,1+0,05
2,14+0,22
2,04+0,24
n.d.
1,57+0,03
6,86+0,54 ¢
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n.d : non détectable
2 : Somme

Comme I’indique le tableau 26, les niveaux d’aldéhydes, d’alcools, de cétones et d’acides dans
les échantillons d’huile ont significativement augmenté aprés 180 jours de stockage. Les
quantités relatives de ces composes, qui dérivent de la lipoxygénase, dépendent de l'activité et du
niveau de chaque enzyme impliquée dans cette réaction biochimique. Par exemple, le trans-2-
hexénal provient de l'oxydation de l'acide linolénique opéré par la lipoxygénase, tandis que
I'nexanal provient de I'oxydation de l'acide linoléique (Baiano et al., 2016). Ces composés sont
responsables du goit d'amande et amére des huiles. L’huile de Q. suber a montré I’évolution la

plus significative des composés d’oxydation par rapport aux autres especes.

L’augmentation de la teneur de ces composés a €t¢ accompagnée par I’augmentation du rapport
hexanal/nonanal, indice approprié pour détecter le début de I'oxydation de I'huile et suivre son
évolution (Caponio et al., 2016).

Tous les esters, terpenes et hydrocarbures détectés ont sensiblement diminué apres stockage, ce
qui témoigne d'une augmentation du niveau d'oxydation, confirmée par le comportement des
aldéhydes et des alcools. Les composés terpéniques, qui représentent environ 40% des composés
volatils, ont montré une diminution significative pendant le stockage. Cela est principalement dd
a I’évolution du D-limonene et du sabinéne, qui ont diminué de maniere significative pendant le

stockage.
5.4. Composes polaires

Pour le contréle de la qualité des huiles stockees, la détermination de la fraction polaire totale est
une méthode standard approuvée (Cert et al., 2000 ; Marinova et al., 2012). Cette analyse a
permis de séparer et de quantifier les différentes classes de substances d’oxydation et d’hydrolyse
des triglycérides, a savoir les oligopolymeéres de triglycérides (PTG), les triglycérides oxydés (ox-
TG), les diglycérides (DG) et d’autres constituants polaires qui constituent des parametres fiables

pour I’évaluation du niveau de dégradation des lipides (Cert et al., 2000 ; Caponio et al., 2005).

Les différentes classes de la fraction polaires des huiles de Quercus, obtenues immédiatement

apres extraction et apres stockage par HPSEC, sont représentées dans le tableau 27.
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Tableau 22. Pourcentage des composés polaires des huiles de Quercus fraiches

et stockées

Paramétres PTG ox-TG DG TPC (%)
TO

Q. ilex Traces 0,35+ 0,00 1,08 + 0,04 1,45 + 0,04 ¢
Q. suber Traces 0,40 + 0,014 1,73 +0,05 2,14 + 0,06 °
Q. coccifera Traces 0,36 £ 0,00 0,86 + 0,03 1,23 £ 0,01°
T6

Q. ilex Traces 0,5+0,015 1,44 + 0,06 2,00+0,08°
Q. suber Traces 0,41+ 0,00 2,00 £ 0,00 2,42 + 0,002
Q. coccifera Traces 0,40 + 0,03 0,96 + 0,08 1,37 £0,12 ¢

TO : huiles analysées aprées extraction ; T6 : huiles analysées aprés 6 mois de stockage; TPC : composés polaires
totaux ; PTG : oligopolymeéres de triglycérides ; ox-TG : triglycérides oxydés ; DG : diglycérides. Les différentes
lettres en exposant indiquent des différences significatives a p<0,05 déterminée par ANOVA a deux facteurs.

Comme le montre le tableau 27, a TO, les teneurs totales en composes polaires (TPC) des trois
huiles examinées ont été faibles, avec de légeres différences significatives entre les trois especes
(Annexe 11). Les ox-TG peuvent donner des indications sur les niveaux d'oxydation primaire,
alors que les PTG soulignent une nature d'oxydation secondaire. La présence de ces composés
avec des teneurs tres faibles indique que les huiles de Quercus fraiches sont dans un état non

oxydé.

Cependant, aprés 180 jours de stockage, une légere augmentation des composés polaires totaux
(TPC) a éte observée pour les huiles de Q. coccifera et Q. Suber. Ils augmentent respectivement
de 11% et 13%, tandis que les huiles de Q. ilex, passant de 1,45 a 2,00%, ont présenté une
augmentation plus significative (environ 38%) du niveau de TPC par rapport aux autres huiles.
L'augmentation de la teneur de TPC dans les huiles de Quercus a été principalement due a
I'accumulation de diglycérides et de triglycérides oxydés, résultant d'une altération hydrolytique
et oxydante au cours du stockage. Ces substances ont considérablement augmenté dans les trois

huiles.

Dans tous les cas, les résultats obtenus restent inférieurs a la limite (14 %) (Afssa, 2007), ce qui

montre un faible niveau d'oxydation dans toutes les huiles analysées.
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5.5. Composés antioxydants

L’analyse des composés phénoliques et des tocophérols est un facteur important pour évaluer la
qualité des huiles alimentaires. En effet, plusieurs auteurs notamment Cinquanta et al. (1997) et
Esti et al. (1998) ont rapporté que les teneurs de ces composés naturels sont corrélées avec la
durée de conservation, de par leurs activités antioxydantes.

De méme, Zungur et al. (2014) ajoutent que le suivie de la variation des composés phénoliques
et/ou des tocophérols au fil du temps pourraient constituer un paramétre de contr6le de qualité

important des huiles alimentaires.
5.5.1. Composés phénoliques

Le tableau 28 présente les teneurs moyennes en composés phénoliques totaux ainsi que le profil
phénolique des huiles de Quercus aprés stockage. La figure 32 montre 1’évolution de ces

parametres avant et apres stockage.

1200 -
1000 -
800 -
a
a .
Q. coccifera
600 . b Q. suber
mQ.ilex
400 - bc c
c d
200 T .
; 5 B BN
CPT*1 CPT*2 CPT**1 CPT**2

Figure 25. Evolution des composés phénoliques totaux pendant le stockage

CPT": Composés phénoliques totaux quantifiés par les méthodes de Folin Ciocalteu ; CPT™ : Composés phénoliques
totaux quantifiés par HPLC-DAD ; 1:aTO0; 2:a T6 ; Les différente lettres indiquent des différences significatives a
p<0,05 déterminée par ANOVA a deux facteurs.

Les huiles des espéces de Quercus analysées immédiatement apres extraction (TO) ont montré des

teneurs en composes phénoliques totaux (CPT) significativement élevées comme il a été montré
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précédemment (Tableau 17). Cette teneur a été diminuée significativement pendant le stockage

par rapport a la valeur initiale (Figure 32).

La diminution de la concentration phénolique la plus remarquable a été détectée pour I’huile de
Q. ilex (environ 27%), tandis que les huiles de Q. Suber et Q. coccifera ont présenté une
diminution relativement moins significative (environ 23%). La réduction de la teneur totale en
polyphénols dans les huiles aprées 180 jours de stockage résulte, selon Cinquanta et al. (1997), des

réactions d'oxydation et d'hydrolyse, qui augmentent pendant le stockage.

Tableau 23. Teneurs moyennes en polyphénols totaux (mg GAE/kQg)
et profils phénoliques des huiles de Quercus apres stockage

Parameétres Q. ilex Q. suber Q. coccifera
CPT" 143,47+£3,72° 249,45+570°  337,4845,32 2
CPT™ 133,46+4,06°¢ 241,85+4,22°  286,37+4,112
Profils phénolique

Digalloylhexose 1,48+0,05 n.d. 1,17+0,06
Castalagine 1,9+0,002 0,67+0,13 1,47+0,02
Di-HHDP - hexoside (Pédunculagine) n.d. n.d. 1,09+0,09
Digalloyl- HHDP - glucose 0,25+0,00 1,69+0,17 1,67+0,03
Galloyl-bis HHDP- hexoside 0,21+0,002 1,35+0,32 2,04+0,02
(Casuarictine)

Digalloyl- HHDP- glucose n.d. 0,88+0,07 2,46+0,16
Trigalloyl- glucose 1,31+0,5 2,57+0,50 3,78+0,29
Tétragalloyl- pentoside 1,78+0,16 4,69+0,16 5,70+1,24
Tétragalloyl- pentoside, Trigalloyl- n.d. 14,16x0,77 18,16+1,56
HHDP- glucose

Tétragalloyl- pentoside , glucose- 17,8514 22,93+1,18 31,81+2,02
trigalloyl- HHDP

Trigalloyl- glucose - HHDP 63,38+4,9 81,28+2,98 113,52+2,8
Pentagalloyl- glucose 7,21+0,4 15,30+1,28 18,23+1,07
NI 36,99+1,78 96,21+2 23 85,09+2 14

CPT": Composés phénoliques totaux quantifiés par les méthodes de Folin Ciocalteu ; CPT™ : Composés phénoliques
totaux quantifiés par HPLC-DAD ; NI: Non identifié ; n.d: non détectable. Les différentes lettres en exposant
indiquent une différence significative a p<0,05.
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En ce qui concerne le profil phénolique, a TO, les composés les plus représentatifs dans les trois
huiles étudiées ont été le trigalloyl-HHDPD-glucose, suivis du tétragalloyl-pentoside et du
pentagalloyl-glucose, alors que les autres composés ont eté détectes en trés faibles quantités.

Apres stockage (T6), une forte diminution de ces composés a été enregistrée. Cette diminution
significative pourrait étre due a l'effet protecteur des composés phénoliques montrant leur
potentiel en tant gqu'antioxydant naturel. De tels résultats pourraient expliquer la stabilité des

paramétres de qualité de I'huile obtenus précédemment (Tableau 24).

En effet, le contenu phénolique des huiles peut étre influencé par plusieurs parametres tels que la
méthode d'extraction de I'huile (Perez-Jimenez et Saura-Calixto, 2006), la température et la
période de stockage (Zungur et al., 2014), ainsi que la matrice d'huile (Tripoli et al., 2005).

5.5.2. Tocophérols

Les tocophérols des huiles étudiées ont été quantifies et identifies apres 180 jours de stockage par
HPLC et les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 29. La figure 33 montre la variation

de ces composés avant et apres stockage.

Tableau 24. Concentrations moyennes des tocophérols (mg/kg d’huile brute)
des huiles de Quercus apres stockage

Tocophérols Q. ilex Q. suber Q. coccifera
a-tocophérol 191,42 + 3,09 119,03+0,64 110,38+0,64
(B + v)-tocophérols 339,89+6,04 331,82+2,18 385,88+2,19
d- tocophérol 9,86+0,07 8,86+0,3 11,37+0,73
Tocophérols totaux 541,18% 459,88°¢ 507,64°

La teneur initiale des tocophérols totaux des huiles de Quercus étudiées est comprise entre 530,16
et 664,58 mg/kg d’huile, puis cette valeur diminue pour atteindre 459,88 -541,18 mg/kg d’huile
apres stockage (Tableau 29). Ces résultats ont montré qu’aprés 180 jours de stockage,
d’importantes modifications de la teneur en tocophérols ont été observées dans les trois huiles de
Quercus et des différences significatives (p < 0,05) ont été observées entre les huiles fraiches et

stockées (Figure 33).
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Sur le plan quantitatif, la diminution la plus importante des tocophérols a été enregistrée par les
huiles de Q. ilex (environ 19%), qui ont montré des teneurs plus signifiantes & TO et a T6.
Qualitativement, les trois types de tocophérols ont été affectés par le stockage, mais leur
distribution relative reste pratiquement inchangée: (B + vy)-tocophérols > a-tocophérol > 6-
tocophérol.

2000 -
1800 -
1600 -
1400 -

1200 - d
1000 - Q. coccifera
800 - e Q. suber

600 - m Q. ilex

400 -

200 A
iR ll_ 1

a-tocl o-toc2 (B+7vy)- (B+y)- 6-tocl d-toc2 Toc Toc
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Figure 26. Variation des tocopherols avant et apres stockage

1:aTO0; 2:aT6; Les différente lettres indiquent des différences significatives a p<0,05 déterminée par ANOVA a
deux facteurs.

5.5.3. Taux de dégradation des polyphénols et des tocophérols

La durée de conservation des huiles est liée essentiellement au pourcentage des antioxydants
naturels dégradés (taux de polyphénols et/ou tocophérols dégradés). Apres 180 jours de stockage,
une réduction significative des teneurs moyennes en polyphénols et en tocophérols a été

enregistrée et le pourcentage de cette réduction est donné dans le tableau 30.

Tableau 25. Taux (%) des polyphénols et des tocophérols degradés pendant le stockage

Parametres Q. ilex Q. suber Q. coccifera
Polyphénols totaux dégradés” 26,66 22,54 22,74
Polyphénols totaux dégradés™ 26,21 24,36 23,93
Tocophérols dégradés 18,56 13,25 12,45

“: Taux dégradé des composés phénoliques totaux quantifiés par les méthodes de Folin Ciocalteu ; ™ : Taux dégradé
des composés phénoliques totaux quantifiés par HPLC-DAD
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Les résultats obtenus indiquent que jusqu’au 6 mois de stockage, les huiles de Quercus présentent
une stabilité signifiante correspondant a un taux relativement faible de polyphénols et des
tocophérols dégradés. Cela signifie que ces huiles sont susceptibles d’étre conservées pendant

une longue période dans les mémes conditions expérimentales.

Comparativement a la diminution obtenue des composés phénoliques, la diminution des
tocophérols dans les trois huiles a été moins importante (Tableaux 28,29, et 30).

La tendance différente observée pour les substances a activité antioxydante peut étre attribuée a
leurs mécanismes d'action spécifiques. Les composés phénoliques agissent en donnant un
électron pour pouvoir interrompre la réaction radicalaire de l'oxydation (Cuppett et al., 1997 ;
Caponio et al., 2005). Tandis que les tocophérols agissent a la fois comme donneurs d'électrons,
ralentissant la réaction oxydative, et comme accepteurs d'électrons, déterminant le piégeage de
I'oxygeéne singulet, pour inhiber la photooxydation des lipides (Morell6 et al., 2004 ; Caponio et
al., 2005).

Néanmoins, les huiles de Quercus ont été conservées dans des flacons bruns (a l'obscurité), et
dans ce cas la réaction principale est une auto-oxydation et les substances phénoliques semblent
étre impliquées plus que les autres antioxydants dans la protection des huiles de Quercus a

l'oxydation.

5.6. Stabilité oxydative

Pour obtenir une image compléte de la stabilité oxydative de huiles de Quercus, nous avons
déterminé le temps d'induction, qui est défini comme la période pendant laquelle I'huile présente
une résistance naturelle a I'oxydation, en raison de la présence d'antioxydants naturels (Marinova
et al., 2012). Le temps d'induction (IT) des huiles étudiées a été déterminé par le test Rapidoxy a

140 °C et les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 31.

Tableau 26. Temps d’induction (min) des huiles de Quercus avant et apres stockage

Parametres Q. ilex Q. suber Q. coccifera
1T, 215,62 +4,7 ¢ 284,04+59° 381,23+7,7¢2
IT, 166,94 +29°F 195,87 £3,2°¢ 265,58 +7,8°¢

IT; : Temps d’induction des huiles a TO. IT,: Temps d’induction des huiles a T6. Les différente lettres indiquent des
différences significatives & p<0,05 déterminée par ANOVA & deux facteurs.
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Les trois huiles étudiées ont montré une importante stabilité a I'oxydation a TO et des différences
significatives (p <0,05) ont été observées entre les trois espéces. Comme I’indique le tableau 31,
la durée d’induction a 140 °C varie de 4 h a 6,35 h, ce qui indique une grande stabilité a
l'oxydation des huiles de Quercus. Parmi les trois huiles testées, la période d'induction la plus
courte a été observée avec ’huile de Q. ilex (4 h). Une période d'induction plus courte signifie
une stabilité a I'oxydation plus faible. Cependant, I'huile de Q. coccifera a été la plus stable (6,35
h). La grande stabilité de I'huile de Q. coccifera est probablement due a sa plus grande richesse
en composés phénoliques, ce qui peut expliquer la valeur inférieure de I'huile de Q. ilex qui a
montré la faible teneur en composés phénoliques. En outre, nous avons constaté que I’huile de Q.

suber a présenté une stabilité intermédiaire par rapport aux autres huiles.

Apreés180 jours de stockage, il a été constaté que le temps d’induction (TI) a diminué de manicre
significative pour les trois huiles étudiées dans l'ordre suivant: Q. ilex <Q. coccifera =~ Q. suber.
Cette réduction de la période d'induction des huiles est principalement due a leur composition en

acides gras qui est plus de 80 % d'acides gras insatures.

Comparativement a d'autres huiles végétales, I'huile de Quercus est plus résistante contre
l'oxydation. Cela est di a de multiples facteurs tels que la teneur relativement faible en acides
gras polyinsaturés (environ 16%), le taux élevé d’acides gras monoinsaturés (principalement
I’acide oléique qui présente environ 69%) et la présence de certains antioxydants naturels
(tocophérols, caroténoides et polyphénols). La stabilité de I'huile de Quercus dépend également
de la présence de substances pro-oxydantes ainsi que de facteurs liés aux conditions de stockage.
Le niveau de dégradation d'une huile résulte d'un équilibre de tous ces facteurs (Di Giovacchino
et al., 2002 ; Caponio et al., 2005).
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Conclusion

Il ressort de I’étude de la composition biochimique, les conclusions suivantes :
Le rendement moyen en huile obtenu: 7,76 + 0,67 %. Le gland de Quercus peut étre classé parmi

les fruits relativement pauvres en matiére grasse.

Les propriétés physico-chimiques des huiles étudiées sont majoritairement similaires avec celles
de I’huile d’olive. Les indices de qualité (indices d’acide, de peroxyde et de I’extinction
specifique a 270 nm et a 232nm) assez bas témoignent de la parfaite stabilité des huiles extraites.
Les indices de structure (indices d’iode et de saponification) relativement ¢levées refletent la
richesse des huiles étudiées en acides gras insaturés a chaine carbonée moyenne. Quand aux
insaponifiables, les huiles de Quercus présentent des teneurs (16,13-19,50 g/kg d’huile)

relativement plus élevées que celles de 1’huile d’olive et d’autres huiles végétales.

Du point de vue de la composition en acides gras, il ressort que les huiles de Quercus se
caractérisent par la présence d’un large éventail d’acides gras caractéristiques des huiles
vegétales (C14: 0 a C22: 0). Les huiles étudiées sont relativement riches en acides gras insaturés
AGI (85,98 %), constitués en grande partie d’acide oléique (68,76 %) et d’acide linoléique (15,51
%), ce qui montrent I’importance de ces huiles du point de vue alimentaire. Les acides gras
satures a faible teneur (15,74 %) sont représentes principalement par I’acide palmitique (12,28 %)

et ’acide stéarique (2,7 %).

Pour ce qui est de la composition en stérols : des teneurs élevées en stérols totaux ont été
obtenues dans les trois huiles étudiees (2594,13-2767,41 mg/kg d’huile). Ce sont surtout le -
sitostérol (82,44-88,8 %), le stigmastérol (4,02-6,76 %), le A® avénastérol (2,61-5,24%), et le
campestérol (2,12-2,36%). Les autres composés stéroliques tels que le cholestérol, le sitostanol,
A% 2% stigmastadiénol, A’ stigmasténol et A’ avénastérol sont présents mais en trés faibles

quantités.

Concernant les composés volatils présents dans les huiles de Quercus, 42 composes volatils,
appartenant a différentes classes chimiques (aldéhydes, les alcools, les esters, les cétones, les
acides carboxyliques, les hydrocarbures et les terpenes) ont été identifiés. Les composés
terpéniques constituent la classe la plus représentative de composés volatils dont le D-limonene a

été le composeé volatil le plus abondant dans les trois espéces (plus de 23%).
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De I’étude des composés fonctionnels et du potentiel antioxydant, il ressort :
Une richesse des huiles étudiées en polyphénols totaux (195,64-436,86 mg GAE/kg d’huile), en
flavonoides (105,70-236,54 mg de catéchine /Kg) et en caroténoides (42,29-66,33 mg/kg) a été

révelée.

L’analyse LC/MS a permis d’identifier vingt (20) composés phénoliques dont les plus abondants
sont des dérivés de tanins hydrolysables sous forme d'esters galloyliques de glucose

(gallotannins) et d’esters d’hexahydroxydiphénoyle de glucose (ellagitannins).

Pour ce qui est de I’étude des tocophérols, I’analyse a permis d’identifier 4 isomeres (o, B+y, et o-
tocophérols) avec une prédominance de I’isomere (PB+y)-tocophérols. Le taux global en
tocophérols est tres intéressant puisqu’il atteint 664,58 mg/kg d’huile. Cette richesse des huiles
étudiees en composés phénoliques et en tocophérols leurs conférent un pouvoir de longue

conservation et une aptitude vitaminique assurée.

L’évaluation des propriétés antioxydantes révele que toutes ces huiles manifestent une forte
activité et plus particuliérement 1’huile de Q. coccifera. De plus, une corrélation positive entre
I’activité antioxydante et les teneurs en composés polyphénoliques et en tocophérols a été

obtenue.

Le suivi de I'état d’oxydation des huiles de Quercus pendant 180 jours de stockage montre une
légére variation des indices de qualité (indice d’acide, indice de peroxyde, Kas2 et Ka7o). Les
valeurs d’acidité, de peroxydes et d’absorbance en UV répondent aux caractéristiques de qualité

méme apres 180 jours de stockage.

De légeres modifications de la teneur en acides gras ont été observées dans les trois huiles de
Quercus. Une diminution des teneurs totales en acides gras insaturés d’environ 4%, par rapport a
leurs teneurs initiales, a été accompagnée d'une augmentation d'environ 5% des teneurs en acides

gras saturés.

L’apparition de certains composés volatils dérivés de lI'oxydation en faibles quantités tels que le
trans-2-hexénal et le trans-2-pentenal générés de I'oxydation de l'acide linolénique. Une
augmentation des niveaux d’aldéhydes, d’alcools, de cétones et d’acides accompagnée d’une
diminution des esters, terpénes et hydrocarbures a été détectée, ce qui témoigne une augmentation

du niveau d’oxydation.
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Les huiles de Quercus fraiches renferment des quantités négligeables de composés polaires (DG
< 1,70, 0x-TG < 0,40 et de quantités négligeables de PTG). Aprés 180 jours de stockage, une
Iégére augmentation de la teneur en composés polaires totaux (TPC) a été observée.

Les résultats de 1’évaluation de la stabilité oxydative par le test de Rapidoxy indiquent que I’huile
de gland est trés résistante vis-a-vis de I’oxydation forcée (jusqu’a 6,35 h de résistance). Une

réduction significative de cette résistance a été observée apres stockage.

L’augmentation de la dégradation oxydative a été accompagnée d’une diminution des niveaux de

substances caractérisées par une activité antioxydante (composés phénoliques et tocophérols).

Sur la base des résultats obtenus, les conclusions suivantes ont pu étre établies :

- L’huile des Quercus se distingue par une composition chimique spécifique lui confere des
propriétés intéressantes sur le plan nutritionnel et technologique.

- L’huile des Quercus est une bonne source d'antioxydants naturels, contenant des composés
phénoliques, des caroténoides et des tocophérols.

- L’huile des Quercus présente une bonne résistance a l'oxydation par rapport a leur teneur en
acides gras polyinsaturés. Ceci est d0 a de multiples facteurs tels que la présence de certains
antioxydants naturels a un niveau relativement élevé, qui sont bénéfiques pour la stabilité de

I'huile pendant le stockage.
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Introduction

L'intérét des aliments, riches en fibres alimentaires et en antioxydants naturels, s'est accru au
cours des derniéres décennies et l'importance de ces constituants alimentaires a conduit a la
création d'un vaste marché pour les produits et les ingrédients riches en fibres et en antioxydants
(Ajila et al., 2008).

En raison de l'absence de gluten, la farine de gland a été proposée comme un nouvel ingrédient
pour la production daliments sans gluten, tels que le pain et les biscuits (Korus et al., 2015,
2017 ; Molavi et al., 2015). L'utilisation de la farine de gland a également été proposée dans la
production de pain a base de blé et d'orge (Svec et al., 2018). Toutefois, I’ajout de farine de gland
a détériore les attributs sensoriels en diminuant le volume spécifique du pain. Ces résultats sont
liés a un effet negatif sur les propriétés viscoélastiques de la pate, principalement en raison de
I’absence de gluten et de la présence de fibres dans la farine ajoutée. Les biscuits, au contraire,
pourraient mieux tolérer I’ajout de farine de gland que le pain, car leur friabilité caractéristique
exige un faible réseau de gluten. De plus, les biscuits sont des produits de boulangerie populaires,
consommeés quotidiennement, et ont une longue durée de vie, toutes caractéristiques qui les

rendent aptes a l'ajout d'ingrédients fonctionnels (Pasqualone et al., 2014).

Au niveau de cette partie, nous avons visé a étudier la possibilité d'utiliser la farine de gland
comme ingrédient nouveau et sain dans les biscuits a base de ble. Aprés avoir analysé et comparé
les caractéristiques physico-chimiques de la farine de gland obtenue chez trois especes différentes
de Quercus. La farine la plus antioxydante a €eté utilisée, et son effet sur les propriétés physico-

chimiques et les caractéristiques sensorielles des biscuits ont été évaluées.
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Chapitre | : Etude bibliographique

1. Définition du biscuit

L origine du mot biscuit est "Bis-Cuit" signifie "cuit deux fois". A ses débuts, le biscuit étant en
effet une sorte de galette nécessitant une premiére cuisson, puis un passage dans des
compartiments au-dessus du four pour réduire sa teneur en humidité (Kiger et Kiger, 1967;
Boudreau et Menard, 1992).

Les biscuits sont I'un des principaux produits de confiserie, ils constituent une catégorie tres
hétérogéne comprenant un large éventail de produits. D’aprés Lanza (2006), on entend,
généralement par le terme biscuit, un petit produit au four, sucré, sec et friable, obtenu
principalement a partir de farines de céréales.

Selon Broutain (2001), le biscuit est un produit sec obtenu a partir d’'une cuisson d’une pate
constituée d’un mélange de farines alimentaires (blé et autres céreales et/ou légumineuses
locales), de matieres sucrantes, de matieres grasses et de tout autre produit alimentaire, parfums
et autres condiments autorisés. Aprés la cuisson, le biscuit doit conserver ses qualités

organoleptiques et commerciales durant une période supérieure a un mois.

2. Classification des biscuits

Il n’existe pas une classification officielle des biscuits en raison de la trés grande variété des
productions et de la multiplicité des composants pouvant entrer dans les diverses fabrications.
L’une des classifications connues des biscuits est celle basée sur leur formulation et leur méthode
de fabrication (Whiteley, 1979 ; Eneche, 1999 ; Gallagher, 2008). Selon Whiteley (1979) et
Eneche (1999), les biscuits sont divisés, en fonction de la teneur en graisse et en sucre, en biscuits

a pate dure et a pate molle

2.1.Biscuits a pates molles

La majorité des biscuits consommés dans le monde sont fabriqués a partir de pates molles. Les
formulations de pates molles contiennent des niveaux élevés de graisse et de sucre, ce qui donne
des pates cohésives et plastiques, mais manquent d’extensibilité et d’élasticité, en raison du
développement limité du réseau de gluten. Les pates molles s’adressent a la patisserie
industrielle. 1l s’agit a la fois de biscuits secs, tels que boudoirs, langues de chat et d’articles

moelleux tels que génoises, madeleines, cakes, macarons Les biscuits a pate molle sont
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généralement formés par moulage rotatif, par extrusion et decoupe ou par laminage et découpe.
Les pates formées ont tendance a conserver leur forme jusqu'a la cuisson, mais ensuite elles

s'étalent ou coulent, devenant plus minces (Gallagher, 2008).

2.2.Biscuits a pates dures

Ces biscuits sont caractérisés par une pate a consistance ferme et un réseau de gluten plus
développé. Les teneurs en matieres grasses et en sucre de la formulation sont faibles par rapport a
la farine, les pates sont a la fois élastiques et extensibles et nécessitent un brassage intensif. Les
pates dures peuvent étre similaires aux pates a pain. Les pates dures donnent naissance au type de
biscuits secs sucrés et salés : casse crodte, sablés, petit beurre, etc. Elles sont généralement
laminées et feuilletées avant d'étre découpées ou estampées. Les morceaux formés vont

généralement se contracter en raison de la qualité elastique du gluten (Gallagher, 2008).

3. Principaux ingrédients des biscuits

Les biscuits peuvent étre considerés comme des produits alimentaires simples a base de céréales.
Les ingrédients de base des biscuits comprennent la farine, le sucre et la matiére grasse. Les
différentes combinaisons de leurs ingredients donnent naissance a un large éventail de produits
avec de formes et de textures diverses (Brennan et Samyue, 2004 ; Ardent et al., 2009 ). Les
biscuits peuvent également contenir certains ingrédients mineurs, tels que les ceufs, les levures, le
sel, le lait, et les émulsifiants, qui servent a améliorer la couleur, la saveur, la texture et la
consistance (Manley, 1998 ; Pereira et al., 2013).

En terme de qualité, les biscuits sont fortement influencés par les propriétés physico-chimiques
de leurs pates (Manohar et Rao, 2002), qui sont a leur tour influencées par la composition de la
farine en protéines et en amidon, la teneur en matiére grasse et en eau et les parametres de

cuisson (Baltsavias et al., 1999; Brennan et Samyue, 2004).

3.1.Farine

La farine est I’ingrédient de base dans la fabrication du biscuit et probablement la plus variable
(Whiteley, 1979). Malgré la diversité des produits rencontrés en biscuiterie, la farine de blé reste
la matiére premiere principale de ce secteur (Feillet, 2000; Gallagher, 2008). Généralement, les
farines utilisées pour la fabrication des biscuits sont obtenues apres la mouture des graines de blé

tendre, avec une faible teneur en amidon endommagé (Gallagher, 2008).
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D’aprés Feillet (2000) et Roussel (2005), la valeur technologique d'une farine est son aptitude a
étre valorisée en biscuiterie. Elle doit s’adapter a des techniques de transformation aussi diverses
pour la fabrication des biscuits. Elle se caractérise principalement par une « machinabilité » de la
pate, c'est a dire une résistance a un certain degré de brisure en donnant un biscuit de qualité. De
méme selon Brennan et Samyue (2004), la valeur biscuitiere dépend principalement des
caracteristiques intrinseques de la farine, comme la quantité et la qualité des protéines, état de
I’amidon, qui ont une influence quantitativement et qualitativement importante sur la qualité du
produit fini.

Pour une farine biscuitiére, la teneur en protéines doit étre comprise entre 7 et 10 %. Elle doit
rester inférieure a 11 %, car dans une farine trop forte, I’élasticité élevée de la pate provoque son
rétrécissement, avec I’inconvénient de donner des biscuits petits et épais (Feillet, 2000; Hazelton
et al. 2004).

3.2.Matiére grasse

La matiere grasse est un ingrédient extrémement important dans la fabrication des biscuits. Elle
contribue a la plasticité de la pate et influe les qualités texturales et organoleptiques du biscuit
(Kiger et Kiger, 1967; Gallagher, 2008). La fonction principale de la matiére grasse est de
fabriquer davantage des produits tendres et des pates plus molles.

Elle lubrifie la structure en se dispersant dans la pate pendant le mélange, ce qui empéche
I’amidon et les protéines de former un réseau glutineux. La formation d'un réseau de gluten est
inhibée si la graisse recouvre la farine avant qu'elle puisse étre hydratée. Par conséquent, la
consistance désirée de la pate peut étre obtenue en augmentant la teneur en graisse tout en

diminuant la quantité d’eau (Baltsavias et al., 1999 ; Manohar et Rao, 2002 ; Gallagher, 2008).

3.3.Sucre

Le saccharose est le principal sucre utilisé dans I'industrie du biscuit. En plus de son pouvoir
sucrant, il affecte la texture, les dimensions, la couleur, la dureté et I'état de surface des biscuits.
Le sucre peut inhiber le développement du gluten pendant le pétrissage et provoquer un
ramollissement de la pate en entrant en compétition avec la farine pour la disponibilité de I'eau
(Feillet, 2000; Gallagher, 2008).

Le sucre influence les propriétés mécaniques des biscuits. Il peut agir en tant qu'agent de

durcissement en se cristallisant lorsque le biscuit refroidit, rendant ainsi le produit croustillant.
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Cependant, une quantité modérée de saccharose pouvait agir comme agent adoucissant dans les
biscuits, en raison de la capacité du saccharose a retenir I'eau (Menard et al., 1992 ; Gallagher,
2008).

En outre, le sucre joue un réle important dans le développement de la couleur du biscuit pendant
la cuisson. Sa caramélisation donne la couleur recherchée de la face extérieure du biscuit et

permet d’atteindre différentes nuances (Menard et al., 1992).
3.4.Eau

L'eau, considérée souvent entant qu'ingrédient, est essentiel dans la formation de la pate. L’ eau
est nécessaire pour la solubilisation des autres ingrédients, pour I’hydratation des protéines et des
carbohydrates et pour le développement du réseau de gluten. Elle affecte la nature des
interactions entre les divers constituants de la formule et contribue a la structuration de la pate.
L’eau détermine en grande partie les propriétés rhéologiques de la pate (cohésion, consistance,
viscoélasticité...). L’ajout d'eau a la formule réduit la viscosité et I’élasticité de la pate et
augmente son extensibilité. L’augmentation du volume d'eau produit également une réduction de
la consistance, une augmentation de la fluidité et de I'adhérence de la pate. En revanche, si la
proportion de l'eau est trop basse, la pate devient fragile et montre une formation marquee de
crolte due a la déshydratation rapide a la surface (Maache-Rezzoug et al., 1998 ; Baltsavias et
al., 1999 ; Chevallier et al., 2000).

4. Pate biscuitiére

La pate est le produit intermédiaire entre la farine et le biscuit et de ses qualités dépend la réussite
industrielle finale. En effet, la rhéologie de la pate est d'importance considérable dans la
fabrication de biscuit. La pate a biscuits doit étre suffisamment cohésive mais ne posséde pas les
caractéristiques extensibles et élastiques des pates a pain (Maache-Rezzoung et al., 1998).

A cause du faible réseau de gluten développé, la texture du biscuit cuit est attribuée a la
gélatinisation de I’amidon et au sucre plutot qu’au réseau de protéines/amidon. Le développement
du gluten est minimal et sert uniquement a fournir une cohésion pour la manipulation. La pate a
biscuit devrait étre peu élastique, pour empécher le rétrécissement aprés le découpage, mais
suffisamment souple et extensible pour permettre une mise en forme facile et stable des produits.
En outre, le réseau glutineux devrait étre légérement développé pour que la pate soit cohésive

sans étre trop élastique (Contamine et al., 1995; Gallagher, 2008).

146



Troisiéme partie : Le fruit de Quercus pour la production d’un biscuit
Etude bibliographique

5. Cuisson des biscuits

La cuisson est sans aucun doute I’étape fondamentale qui détermine les caractéristiques
souhaitées du produit. Les phénomenes qui se produisent pendant la cuisson sont a la fois
chimiques : dénaturation du gluten, gélatinisation partielle de I'amidon, réaction de Maillard et
caramélisation des sucres ; et physiques : évaporation de I'eau, expansion du mélange due a la
dilatation thermique des gaz produits dans le mélange (Menard, 1992 ; Chevallier et al.,
2000 ; Pereira et al., 2013).

Ces changements sont essentiellement causés par les transferts de matiére et de chaleur qui
affectent les constituants majoritaires de la pate. La cuisson est un processus qui dépend des
propriétés intrinseques du biscuit et des facteurs extérieurs comme la température, I’humidité et
la vitesse de I’air dans le four. Elle détermine les propriétés physiques du biscuit y compris les
dimensions (diametre et épaisseur), le poids et le teneur en eau du biscuit (Cronin et Preis, 2000).

6. Critéres de qualité d’un biscuit

Les attributs de la qualité les plus importants dans les aliments sont les caracteristiques
sensorielles et nutritionnelles. Dans le cas des biscuits, il s’agit de satisfaire a des contraintes
dimensionnelles, de poids, de golt, de couleur et de texture. Ces deux derniéres sont les
parametres les plus importants dans I’appréciation qualitative d’un biscuit. La qualité du biscuit
est egalement gouvernée par la nature et la quantité des ingrédients utilisés (Maache-Rezzoug et
al., 1998).

Les nombreuses réactions qui se deroulent pendant la cuisson (réaction de Maillard, de
caramélisation, 1’oxydation des lipides) sont connues pour influencer la qualité globale des
biscuits (Ledl et al., 1990). A titre d’exemple, les composants volatils responsables des attributs
du go(t sont produits sous I'effet de la chaleur, de lI'oxydation, de I'activité non enzymatique sur

les protéines, la matiere grasse et les carbohydrates (ex. réaction de Maillard) (Fellows, 2000).
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Chapitre Il : Matériel et Méthodes

En raison de la demande des consommateurs pour des aliments plus sains et diversifiés,
I'industrie alimentaire oriente le développement de nouveaux produits vers le secteur des aliments
et des ingrédients fonctionnels. A cet égard, la possibilité de valoriser des ressources naturelles

fonctionnelles dans I'industrie alimentaire semble trés prometteuse (Pasqualone et al., 2014).

Les biscuits pourraient représenter un bon candidat pour 1'ajout d’ingrédients fonctionnels parce
qu'ils sont populaires, consommés quotidiennement et ils ont une longue durée de vie. De
nombreux biscuits fonctionnels ont été formulés, principalement avec des propriétés
antioxydantes (Mohsen et al., 2009 ; Hassan et al., 2012). De plus, divers ingrédients ont été
évalués en tant que sources de composants actifs pour la préparation de biscuits fonctionnels :

farine de moutarde dégraissée, tourteau de lin, huile de lin (Hassan et al., 2012).

Dautres chercheurs, principalement pour augmenter la teneur en fibres, ont proposé
I'enrichissement des biscuits en plusieurs sous-produits, tels que le zeste de mangue (Ajila et al.,
2008), les épluches de pomme de terre (Abd-El-Magied, 1991), ou le son de céréales (Sudha et
al., 2007).

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons principalement a I’évaluation de la valeur nutritionnelle
de la farine de gland, son utilisation pour 1’élaboration d’un biscuit fonctionnel et la

caractérisation du produit fini.

L’ensemble du travail présenté dans ce partie a été mené au niveau de laboratoire « DI.S.S.P.A »,

Département des Sciences du Sol, des Plantes et de I'Alimentation, Université de Bari, Italie.
1. Préparation de la farine de gland

La farine de trois especes de Quercus utilisée dans cette étude a été préparée comme décrit
préecédemment (partiel 8 2.3). La farine a été conservée a —20 °C et les prélevements pour

analyses ont été effectués au fur et a mesure des besoins.
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2. Propriétés physiques des farines
2.1.Couleur

Un spectrocolorimétre (CM-700d Konica Minolta Sensing, Osaka, Japon) est utilisé pour mesurer
(par contact) la couleur de la farine. La surface a caractériser est placée sous un éclairage diffus
de type D65 (lampe a Xénon Pulsé), normalisé par la Commission Internationale de I’Eclairage
(CIE).

Seule la lumiere réfléchie perpendiculairement a la surface de 1’échantillon est récupérée et
transformée par des photorécepteurs en signaux électriques qui sont, par la suite, amplifiés et
convertis en données numériques. Ces derniéres correspondent aux spécifications de couleur de

I’échantillon.

Les résultats obtenus, elaborés avec le logiciel Spectral Magic TM NX Lite, ont été exprimés
sous forme de trois coordonnées : L" : luminance ou clarté, a” : index rouge-vert et b™ : index

jaune-bleu. L'index brun : 100-L" est également calculé (Pasqualone et al., 2015).

2.2.Granulométrie

La granulométrie est I’étude de la distribution de la taille des particules d’une farine. Elle
représente le principal facteur influencant les propriétés rhéologiques des farines. De facon
générale, les propriétés d’usage (rhéologie, capacité d’absorption d’eau...) des poudres
dépendent fortement de la taille, de la distribution de taille et de la forme des particules qui les

composent (Scher et al., 1998).

La granulométrie des différentes farines est estimée par fractionnement d’une prise d’essai de 100
g a travers une tamiseuse qui comprend 5 tamis organisés selon le diametre des pores du haut
vers le bas comme suit : 425, 300, 212, 150 et 106 um, en plus d’un fond ramasseur et procéder a
I’agitation pendant 15 min ; une fois le tamisage est terminé, desserrer le couvercle et peser
I’extraction (m1) de chaque tamis (Doukani, 2015).

Les résultats obtenus pour la granulométrie sont calculés selon la formule suivante :
Granulométrie = m1/mo x 100

m; : Masse retenue des tamis aprés tamisage en (g).
Mo : Masse de la prise d’essai en (g).
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3. Composition biochimique des farines
3.1.Teneur en eau

La teneur en eau (TE) a été déterminée a 105 °C au moyen d’un analyseur d'humidité
automatique (Mod. MAC 110/NP; Radwag Wagi Elektroniczne, Radom, Pologne).

3.2.Taux de cendres

La teneur en matiére minérale des farines est déterminée par incinération d’une prise d’essai de 3
a5 g de farine a 550 °C suivant la méthode AACC (1995), dans un four a moufle.

La minéralisation est poursuivie jusqu’a combustion totale de la matiére organique. La teneur en
cendres (TC ; exprimée en%) est la masse de produit restant aprés incinération rapportée a la

matiére séche totale du produit.

3.3.Teneur en proteéines

La teneur en protéines (N) a été determinée conformément a la méthode AACC 46-11.02
(AACC, 2000), basée sur la transformation de 1’azote organique en azote minéral sous forme
ammoniacale (NHz)2SOs par I’action oxydative de 1’acide sulfurique fumant sur la matiére

organique en présence d’un catalyseur.

Une prise d’essai de 1 g d'échantillon est introduite dans un matras de Kjeldahl, puis 20 ml
d'acide sulfurique pur et une pincée de catalyseur de minéralisation y sont ajoutés. La
minéralisation se fait sur une rampe électrique en trois phases: une premiere phase a une
température de 180 °C pendant 2 heures, une seconde phase a une température de 280 °C pendant
15 minutes et une phase finale a une température de 420 °C pendant 45 minutes. La
minéralisation permet I’oxydation de I’azote organique en azote minéral sous forme ammoniacale

(sulfate d’ammonium).

Dans l'appareil a distiller semi-automatique, le contenu du matras de Kjeldahl est additionné de
lessive de soude (NaOH).

L'ammoniaque dégagée se combine instantanément avec la vapeur d'eau pour donner I'hydroxyde
d'ammonium. Celui-ci, entrainé par la vapeur, se condense dans le réfrigérant et est finalement
récupéré dans une solution d'acide borique (4%).

L’ammoniaque récupéré sous forme de borate d’ammonium est titré par de ’acide sulfurique

H2SO4 (0,01N) en présence de I’indicateur coloré. Ce dernier est un mélange de bleu de
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méthyléne et de rouge de méthyle (3%). La titration s’achéve au virage du milieu du vert au

violet.

Le volume de H2SO. versé correspond a lI'ammonium contenu dans le tube de départ. Le
pourcentage d’azote (N) dans la matiére séche est enfin déduit de la formule suivante :

_ (V1-V0)x N x14

1
1000 xm <100

V1 : volume de H.SO;, utilisé pour la titration de I’échantillon (mL) ;
Vo : volume de H,SO4 nécessaire a la titration du blanc (mL) ;

m : masse de 1’échantillon (g) ;

14 : masse atomique de l'azote.

Le coefficient de conversion de I'azote en protéines totales (PT) est de 6,25.

3.4.Teneur en lipides extractibles

La teneur en lipides (TL) a été réalisée selon la méthode « Soxhlet » normalisée par AFNOR (NF
ISO 8262-3, 2006), en utilisant I'éther diéthylique comme solvant. Le dosage des lipides est

réalisé en suivant le méme protocole decrit précedemment (partie 2, 8 2.1.2).

3.5.Teneur en fibres brutes

La teneur en fibres des farines de gland a été déterminée en utilisant la procedure AOAC 991- 43

(1995), basee sur une combinaison de méthodes enzymatique et gravimétrique.

Une prise d’essai de 0,5 g d'échantillons a été soumise a une digestion enzymatique séquentielle
par ’a-amylase thermostable, la protéase et I’amyloglucosidase pour éliminer les protéines et
I'amidon présents dans I'échantillon.

A chaque échantillon digéré, 225 ml d'éthanol ont été ajoutés pour précipiter les fibres solubles.
Les résidus sont ensuite filtrés, lavés avec de 1'éthanol et I'acétone et séchés a I’étuve a 105 °C
pendant 24 h.

Aprés séchage a I’étuve, les résidus fibreux sont pesés. Les teneurs en protéines résiduelles et en
cendres sont déterminées sur les résidus fibreux : une moitieé du résidu a été utilisée pour la
détermination du taux de cendres par incinération dans un four a moufle pendant 5 heures a 525

°C et I’autre moitié a servi a la détermination des protéines résiduelles.
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Le taux de fibres (TF) exprimé en gramme pour 100 g de matiére seche dans les échantillons de
gland a été déterminé par la différence entre le poids du résidu sec et celui des protéines
résiduelles et des cendres.

[m1—(P+C)]><1
m

TF = 00

ou:

m; : masse du résidu;

P : masse des protéines résiduelles;
C : masse des cendres ;

Mo : masse de la prise d’essai.

3.6.Teneur en glucides totaux

La teneur en glucides totaux (TG) en g pour 100 g de matiere seche est calculée par différence:

TG = 100 — (TE + TC + PT + TL + TF)
Ou:

TE : teneur en eau ;

TC : teneur en cendres ;

PT : teneur en protéines totales ;
TL : teneur en lipides totaux ;
TF : teneur en fibre.

4. Propriétés antioxydantes des farines
4.1.Détermination des composés phénoliques
4.1.1. Extraction des composés phénoliques

L’extraction des polyphénols a partir des farines des glands a été réalisée selon la méthode décrite

par Difonzo et al. (2017) avec quelques modifications.

Approximativement, 5 g d'échantillon ont été ajoutés a 50 ml d’éthanol/eau (30 : 70, v/v). Le
mélange a été soumis a un traitement par ultrasons (CEIA, Viciomaggio, Italy) pendant 35
minutes a la température ambiante. Les extraits obtenus ont été filtrés sur du papier filtre
Whatman (GE Healthcare, Milan, Italie), puis ils ont été filtrés avec des filtres en nylon de 0,45
pum (Sigma Aldrich) et utilisés pour la caractérisation chimique.

Les extraits ont été analysés pour déterminer les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides.
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4.1.2. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux a eté déterminée selon le protocole cité par Singleton et Rossi
(1965) avec les modifications rapportées par Squeo et al. (2016 ; 2017).

Le dosage des polyphénols totaux de la farine de gland a été effectué selon les mémes étapes
opératoires citées auparavant (partie 2, §1.2.1.2), en utilisant le réactif du Folin-Ciocalteu et une
courbe d’étalonnage de I’acide gallique (R%= 0,9979).

La teneur en composés phénoliques totaux a été exprimée en mg équivalents d’acide gallique par
100 g de matiére seche (mg GAE/100g).

4.1.3. Dosage des flavonoides

La teneur totale en flavonoides a été déterminée par une méthode colorimétrique selon Cosmai et
al. (2013) en utilisant le réactif de trichlorure d’aluminium (AICIs) et la catéchine comme
standard (R?= 0,999) comme cité précédemment (partie 2, §1.2.1.3).

Les résultats ont été exprimés en mg de catéchine équivalent par 100 g de matiére seche (mg
CE/100g).

4.2 Détermination de ’activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits phénoliques de la farine de gland a été évaluée sur la base de
leur capacité a piéger les radicaux ABTS" et DPPH" selon la méthode citée par Difonzo et al.
(2017) et en suivant le méme protocole décrit précédemment (partie 2, 81.3). Les résultats ont été

exprimés en umol TE g de matiére séche.

5. Elaboration des biscuits
5.1.Formules a tester pour la préparation

Apreés ’analyse des trois farines des espéces de Quercus retenues dans cette étude, nous avons
choisi une seule farine pour la préparation du biscuit. Cette derniére a été choisie sur la base de sa

richesse en composés antioxydants.

Le biscuit a été préparé par une substitution partielle de la farine de blé tendre (Triticum aestivum
L.) par la farine de gland. Pour la préparation et I’estimation de la qualité des biscuits, trois
niveaux de substitution ont été testés :

v Un biscuit témoin a 0% de farine de gland (contrdle);
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v Un biscuit a 30% de farine de gland (30 g/100 g) (Q30) ;
v Un biscuit a 60% de farine de gland (60 g/100 g) (Q60).

Ces taux de substitution ont été choisis en tenant compte des normes de spécifications techniques
sur les biscuits, des objectifs nutritionnels visés et des caractéristiques organoleptiques des

produits finaux.

La farine de blé tendre utilisée est une farine commerciale dont la composition est représentée

dans le tableau 32.

Tableau 27. Composition moyenne de la farine de blé tendre (pour 100g)

Ingredients Composition
Teneur en eau 12,7
Lipides (g) 11
Protéines (g) 10,8
Glucides (g) 72,7
Fibres (g) 2,5
Cendres (g) 0,5

5.2.Protocole de préparation

En plus de la farine, les autres ingrédients utilisés pour I’¢laboration du biscuit, comme le sucre

(saccharose) et ’huile d’olive extra vierge, ont été achetés chez des détaillants locaux.

La recette de préparation de biscuit utilisée (développée par le laboratoire « DI.S.S.P.A »
université Bari, Italie) a été mise au point lors des études précédentes visant a optimiser les

quantités des différents ingrédients et leur mélange (Pasqualone et al., 2014).

Le procédé consiste a: i) mélanger de la farine (100 g ; soit 100 g de farine de blé : biscuit
témoin ; soit 30 g de gland et 70 g de blé tendre : biscuit Q30 ; soit 60 g de gland et 40 g de blé
tendre : biscuit Q60 ) , le sucre (35 g) et I'huile d'olive extra vierge (14 ml) par un malaxeur a
spirale pendant 7 min ; ii) ajouter de I'eau (25 ml) et pétrir pendant 10 min pour former une pate
lisse et homogeéne; et iii) étaler la pate a l'aide d'un rouleau a patisserie sur une épaisseur de 6
mm, faconner des biscuits ronds (4,5 cm de diametre) et cuire au four électrique (four Smeg Sl
850 RA-5, Smeg SpA, Guastalla, Italie) pendant 15 min a 160 °C.
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Avant la cuisson, les biscuits ont été placés dans un plateau en métal selon un schéma a blocs
aléatoire (Figure 34), de sorte que les trois types de biscuits considérés rencontraient les mémes

sources de variabilité afin de minimiser I’effet de leur emplacement (effets de bord).

C Q30 Q60 Q30
Q30 | Q60 C Q60
Q60 C Q30 C

C Q30 Q60

Figure 27. Arrangement des biscuits crus dans le plat a four

C : contrdle ; Q30 : biscuit avec 30% de la farine de Quercus ; Q60 : biscuit avec 60% de la farine de Quercus

Les biscuits ont été finement broyés pour toutes les analyses a I'exception des déterminations

sensorielles, texturales et colorimétriques.

Le tableau 33 récapitule les différents ingrédients utilisés pour la préparation des biscuits.

Tableau 28. Liste des ingrédients incorporés dans les biscuits formulés

Ingrédients Controle Q30 Q60
Farine de blé tendre (g) 100 70 40
Farine de gland (g) - 30 60
Sucre (9) 35 35 35
Huile d’olive (ml) 14 14 14
Eau (ml) 25 25 25

Q30 : biscuit avec 30% de la farine de Quercus ; Q60 : biscuit avec 60% de la farine de Quercus.
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La figure 35 résume les différentes étapes de préparation des biscuits.

Sucre (35 g) Farine (100 g) Huile d’olive (14 mL)

~. | .~

A 4
Malaxage (7 min)

Eau (25 mL)

l

Pétrissage (10 min)

v

Faconnage

l

Cuisson (15 min a 180 °C)

l

Refroidissement a I’air libre

l

Conservation a température
ambiante

Figure 28. Diagramme adopté pour la préparation des biscuits
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6. Tests d’appréciation des biscuits formulés

6.1.Caractérisation physique des biscuits formulés

6.1.1. Activité de I’eau

La mesure de l'activité de I’ecau (aw) des biscuits a été effectuée, aprés les avoir broyés, en

utilisant un awmetre (AQUALAB Dew Point 4T).

L’échantillon remplissant une coupelle en plastique, est placé dans I’enceinte de mesure de
I’appareil thermostaté a température fixée (25°C) jusqu’a établissement d’un équilibre entre I’air
de la cellule et I’échantillon : ’humidité relative de I’air égale a ’aw de I’échantillon est donnée

par un capteur capacitif.

6.1.2. Teneur en eau

La teneur en eau (TE) a été déterminée a 105 °C au moyen d’un analyseur dhumidité

automatique (Mod. MAC 110/NP; Radwag Wagi Elektroniczne, Radom, Pologne).

6.1.3. Mesure de la couleur

Des évaluations colorimétriques de I’index rouge-vert (a°), de I’index jaune-bleu (b") et de
I’index brun (100-L") ont été effectuées en utilisant un spectrocolorimétre CM-700d (Konica

Minolta Sensing, Osaka, Japon) comme décrit précédemment (§ 2.2.1).

6.1.4. Determination des caractéristiques dimensionnelles

Les caractéristiques physiques des biscuits, avant et apres la cuisson, ont été mesurées en termes
d'épaisseur et de diamétre avec un calibre. Les valeurs mesurées ont été utilisées pour calculer les
grandeurs suivantes :

v' Augmentation du diamétre aprés cuisson = (diametre aprés cuisson — diamétre avant

cuisson) / diametre avant cuisson x 100;

v' Augmentation de I'épaisseur apres cuisson = (épaisseur aprés cuisson — épaisseur avant

cuisson) / épaisseur avant cuisson x 100;
v' Facteur d'expansion (Augmentation en surface) = (surface des biscuits apres la
cuisson — surface des biscuits avant la cuisson) / surface des biscuits avant cuisson x 100 ;
v" Rapport de propagation apres la cuisson = diamétre apres la cuisson / épaisseur apres la

cuisson.
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Ces grandeurs ont été déterminées conformément a la méthode AACC 10-50.05 (2000). Six
biscuits ont été analysés pour chaque parametre.

6.1.5. Texture

La texture est I’ensemble des propriétés rhéologiques et structurales perceptibles par les

récepteurs mécaniques, tactiles, visuels et auditifs.

Les propriétés texturales des biscuits, en termes de force de rupture (N/mm? ont été déterminées
par un test de flexion en trois points a température ambiante, en utilisant un texturometre Zwick
(Z1.0 TN, Zwick GmbH & Co. KG, Ulm, Allemagne) selon la méthode AACC 76-21.01 (2000).

Le test de flexion est utilisé pour les matériaux durs mais aussi fragiles, tout comme les biscuits,
pour lesquels les tests de compression ou de traction ne sont pas utiles. Dans le test de flexion en
trois points, il y a deux points d'appui sous I'¢chantillon et un point au-dessus de 1’échantillon
dans lequel une force de pression est appliquée (Figure 36). En pratique, dans le test de flexion, la

partie supérieure est comprimée alors que la partie inférieure est tendue (Bensel et al., 2018).

Les biscuits etudiés ont été placés, avec leur surface supérieure vers le bas, sur deux supports de 5
mm de diameétre, distants de 4 cm. Pour la détermination de la résistance a la flexion, la vitesse de

test a été maintenue a une vitesse constante de 5 mm/min.

Un piston a éeté utilisé pour appliquer une force verticale allant jusqu'a 2 kN au centre des
biscuits. Le mouvement a la baisse s'est poursuivi jusqua la rupture du biscuit. La force
maximale nécessaire pour casser le biscuit est exprimée en N/mm?2. Pour chaque type

d'échantillon, sept biscuits ont été testés.

L'analyse des données obtenues a été réalisée a l'aide du logiciel de test Xpert Il (Zwick GmbH &
Co. KG, Ulm, Allemagne).
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Figure 29. Test de flexion en trois points par texturometre Zwick

6.2.Propriétés antioxydantes des biscuits

L’extraction des polyphénols a partir des biscuits, apres les avoir broyés, a été réalisée selon la

méthode décrite par Difonzo et al. (2017) comme décrit précédemment (§ 2.4.1.1).

Le dosage de polyphénols totaux et des flavonoides a été effectué respectivement par les
méthodes de Folin Ciocalteu et de chlorure d’aluminium selon les mémes protocoles cités

auparavant.

L’¢évaluation de la capacité antioxydant des extraits phénoliques des biscuits a été réalisée par les

deux testes ABTS et DPPH selon la méme méthode citée précédemment.

6.3.Etude de la stabilité oxydative des biscuits

La stabilité a I'oxydation des biscuits, a savoir la stabilité de leur fraction lipidique, a été évaluée

par un test accéléré, en le soumettant a des conditions de température et de pression élevées.

Le temps d'induction (IT), de trois types de biscuit étudiés, a été déterminé a l'aide d’un
instrument de stabilité a l'oxydation: « Rapidoxy» (Anton Paar, Blank enfelde-Mahlow,

Allemagne) dans les mémes conditions opératoires citées auparavant (partie 2, § 4.2.4).
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6.4.Analyse des composés volatils des biscuits

La fraction volatile, responsable de la saveur et l'ardme des biscuits, a été analysée par la
technique de micro-extraction en phase solide dans I'espace de téte (HS-SPME) couplée a une
chromatographie en phase gazeuse / spectrométrie de masse (GC / MS) comme décrit auparavant
(partie 2, § 3.3).

6.5.Analyse sensorielle des biscuits

L’évaluation de la qualité organoleptique des biscuits est faite par analyse sensorielle. Les
biscuits formulés sont appréciés par un test descriptif quantitatif comme décrit par Pasqualone et
al. (2011). Ce test est réalisé sur un panel constitué de 8 dégustateurs formés, agés de 20 a 60 ans,
comprenant des enseignants, du personnel technique et des étudiants du Deépartement des
Sciences du Sol, des Plantes et de I'Alimentation, Université de Bari, Italie.

Les trois types de biscuit, identifiés par un code alphanumérique et placés dans des assiettes en
plastique, ont été évalués a deux reprises.

Les descripteurs des propriétés organoleptiques retenus pour I’évaluation des biscuits sont :
I’aspect visuel (couleur), la texture (friabilité), I’odeur et le gott et des attributs de texture pergus

dans la bouche (sécheresse, astringence, grain) (Tableau 34).

Les panélistes ont évalué I'intensité de chaque descripteur avec une échelle de notation allant de 0

a9 (0 : minimum; 9 : intensité maximale) dans la fiche d'évaluation présentée dans I’annexe 12.

Ce test est complété par un test de classement dans lequel les dégustateurs ont a classer les trois

types de biscuit par ordre de préférence de 1 a 3, pour déterminer l'acceptabilité des biscuits.
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Tableau 29. Descripteurs sensoriels décrivant la texture et ’aspect général
des biscuits formulés

Sensation Descripteur Définition

Aspect visuel  Couleur des biscuits ~ Nuance de couleur (du foncé au clair)

Olfactive Odeur Intensité de I'odeur du son

Intensité de I'odeur du caramel

En bouche Godt Perception plus ou moins intense du goQt sucré et amer ;
Sécheresse Sécheresse percue a la surface du biscuit ;
Granulosité Perception granuleuse a la fin de la mastication

Texture Friabilité Capacité des biscuits de se casser entre les doigts,

produisant des miettes

7. Analyse statistique

Les déterminations chimiques ont été effectuées en triple, tandis que les évaluations

colorimétriques ont été effectuées avec cing répétitions.

Une analyse de variance a un facteur (ANOVA), suivie du test Tukey HSD pour les
comparaisons multiples ont été effectuées a l'aide du logiciel XLStat (Addinsoft SARL, New

York, NY, USA). Les différences significatives ont été déterminées a p< 0,05.
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Chapitre Il : Résultats et discussion

L’ensemble des résultats de la caractérisation physico-chimique des farines de glands est
représenté dans ce chapitre. Elle regroupe également les résultats relatifs a [I’aptitude
technologique de ces farines par le biais de 1’élaboration d’un biscuit composite de farine de blé

tendre et de farine de gland puis I’appréciation de ses qualités nutritionnelle et organoleptique.

1. Caractéristiques physico-chimiques des farines

Nous rappelons que I’objectif de cette évaluation est de caractériser les farines issues de trois
especes de Quercus (Q. ilex, Q. suber et Q. coccifera) en mettant en valeur la farine la plus

appropriée, du point de vue nutritionnel, pour la préparation de biscuit.
1.1.Propriétés physiques
1.1.1. Granulometrie

La granulométrie est une caractérisation fondamentale des farines. Elle permet d'avoir une idée
sur la finesse des particules et permet de prévoir son comportement lors de I’hydratation (Godon
et Loisel, 1997).

Les résultats de la classification granulométrique ont permis de séparer cing fractions

caractéristiques des farines exprimées en pourcentage massique (Tableau 35).

Tableau 30. Granulométrie des farines de gland (en % de la masse)

Taille des
Type de particules (%)
farines 300-425  212-300 150-212 106-150 <106 um  Total
pHm pm pm pm
Q. ilex 1,43 9,20 17,74 64,70 5,41 98,48
Q. suber 2,08 6,31 23,37 61,90 4,15 97,81
Q. coccifera 0,66 6,34 19,90 67,44 3,52 97,86

Les différentes farines étudiées sont principalement constituées de particules de diametre
inférieur a 212 um. Ces résultats concordent avec la norme Codex Stan pour la farine de blé
établie par Codex Alimentarius (1995), selon laquelle ’appellation « farine » désigne tout broyat
de granulométrie inférieur a 212 um. Les deux classes granulométriques 212 pm et 150 pm

constituent pour les trois échantillons de gland la grande proportion de farine. Les trois farines de
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gland sont tres proches dans leur répartition granulométrique, et la farine de Q. suber présente la

farine la plus fine avec un pourcentage de 87,34 %.

1.1.2. Couleur

L’aspect, principalement la couleur, est un attribut important de la qualité des farines, ce qui
affecte la commercialisation de la farine et I’acceptabilité¢ des produits (Moorthy, 2002). Les
coordonnées L", a*, b” et IB des farines de gland, ainsi que ceux de la farine de blé tendre utilisée,

sont regroupées dans le tableau 36.

Tableau 31. Paramétres de couleur de farines de gland

Parameétres Q. ilex Q. suber Q. coccifera Farine de blé
L 62,08 £ 0,07° 62,45 +0,00° 62,62 +0,06° 89,77 £ 0,57
a’ 5,10 £ 0,03 4,92 +£0,01°¢ 5,01 +0,01° -0,50 £ 0,02
b 21,73 £0,09° 22,18 + 0,032 20,74 £0,06°¢ 10,35+ 0,01

IB (100-L7) 37,92 +0,07° 37,55 +0,00° 37,38 £0,07° 10,23 £ 0,57

L": clarté ou luminance ; a*: indice rouge-vert ; b™: indice jaune-bleu ; IB = Indice Brun.

Les différentes lettres en exposant indiquent une différence significative a p< 0,05 entre les trois espéces

Les valeurs de L" représentent 1’éclat de la farine. Plus la valeur de L" est élevée, plus la farine est
claire. Comme I’indique le tableau 36, les trois farines de glands sont dans la zone claire, avec
des valeurs de luminosité (L) supérieures a 50 (Pereira et al., 2013). Dans les trois cas, les
valeurs de a“ sont positives, indiquant ainsi la prédominance de la couleur rouge sur le vert. La
coordonnée b* suppose également que les valeurs positives et relativement élevées indiquent une
forte prédominance de la coloration jaune, en défaveur du bleu. Des valeurs élevées de 1’indice
brun IB ont été également obtenues, ce qui indique une forte coloration brune des farines de
gland. Pour tous les parametres mesurés de la couleur, des différences significatives ont été

observées entres les trois especes de glands retenues.

Par comparaison a la farine de blé tendre (témoin), les résultats montrent que celle-ci est plus
claire (L™ = 89,77) et moins brune (IB = 10,23) que les farines de gland. De méme, les faibles

valeurs de a” et b” de la farine de blé tendre ne reflétent pas son brunissement.

Pasqualone et al. (2015) ont montré que les indices de couleur reflétent la teneur en composés

bioactifs. Par conséquent, la coloration brune des farines de gland est due a leur richesse en

163



Troisiéme partie : Le fruit de Quercus pour la production d’un biscuit
Résultats et discussion

composés bioactifs tels que les phénols qui sont généralement responsables du brunissement
(Moorthy, 2002).

1.2.Composition biochimique des farines

Les teneurs moyennes en nutriments majeurs (en % de la masse seche) des trois farines de glands

testées pour 1’élaboration du biscuit sont récapitulées dans le tableau 37.

Tableau 32. Composition biochimique des farines de gland en % de matiere seche

Parameétres Q. ilex Q. suber Q. coccifera
Teneur en eau (%) 8,32 + 0,542 7,87 £0,05° 7,2+0,66°¢
Lipides (%) 7,78 £0,075°¢ 8,55 + 0,07° 8,88 + 0,0032
Protéines (%) 3,06 £0,18" 3,28 £0,05° 4,45 + 0,452
Cendres % 1,68 + 0,022 1,51 +0,01° 1,45+0,00 ¢
Fibers (%) 11,24 + 1,092 7,72 +£227° 7,08 £0,57°
Glucides totaux % 69,59 + 1,21° 72,58 + 2,262 72,37 £ 0,47 2

Les différentes lettres en exposant indiquent une différence significative a p<0,05 entre les trois especes

La teneur en eau est un parameétre crucial dans le stockage de farines. En effet, une teneur en eau
des farines élevée (supérieure a 12 %) peut entrainer une prolifération microbiennes et une
activité enzymatique pouvant détériorer la valeur nutritionnelle et la qualité organoleptique du
produit. La teneur en eau des farines de gland étudiées est comprise entre 7,2 et 8,32 %. Cette
teneur pourrait permettre ainsi une bonne tenue lors du stockage (Sriroth et al., 2000). Des

différences significatives ont été observées entres les trois especes de glands retenues.

La teneur en lipides des farines de glands varie entre 7,78 et 8,88 %. Elle est légerement plus
élevée dans la farine de Q. coccifera que dans les farines de Q. ilex et Q. suber. Il faut tenir
compte du fait que la graisse de gland a un profil d'acide gras nutritionnellement intéressant,
comme indiqué précédemment (partie 2, § 7.3). De méme, des différences significatives ont été

observées entres les trois especes de glands retenues.

La fraction protéique, dans ses aspects qualitatif et quantitatif, est un élément déterminant dans la
qualité biscuitiére des farines ainsi que dans la valeur alimentaire du produit fini (biscuit). A la
lumiéere des résultats répertoriés dans le tableau 37, les teneurs en protéines obtenues sont

généralement faibles, comprises entre 3,06 et 4,45 %. Plusieurs auteurs notamment Menard et al.
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(1992) et Charun et Morel (2001) ont montré que dans le cas d’une farine biscuitiére le taux des
protéines ne doit pas dépasser les 12 %. Comparativement & ces résultats on peut dire que la farine
de gland étudiée a une teneur en protéines acceptable et peut étre utilisée en biscuiterie. Par
contre, cette teneur en protéine reste inferieure au minimum (7 %) fixé par le Codex Alimentarius
(1995).

Des différences significatives ont été observées entre Q. coccifera et les deux autres espéeces de

glands retenues qui ont enregistré des teneurs en protéine plus faible.

Le taux de cendres représente les résidus inorganiques restant aprés l'incinération de la matiere
organique de la farine. C'est le contenu total en minéraux (Harbers, 1998). Une faible teneur en
cendres d’une farine est considérée comme un caractere de pureté (Godon et Willm, 1991 ;
Doukani, 2015). D’apres les résultats du tableau 37, les farines de gland présentent des taux de
cendres compris entre 1,45 et 1,68 %, qui se rangent dans I’intervalle donné par Menard et al.
(1992) pour une farine biscuitiére. Ce taux de cendres des farines de gland revient a la proportion
des enveloppes présentes dans le produit, car les glands sont plus vétus en enveloppes (la matiere
minérale se concentre beaucoup plus dans les enveloppes) (Doukani, 2015). Des différences
significatives ont été observées entre les trois échantillons analyseés.

Les farines de gland sont caractérisées par des teneurs appréciables en fibres. Des différences
significatives ont été observees entre Q. ilex et les deux autres especes de glands retenues qui ont
enregistré des teneurs en fibres plus faibles. Selon la littérature, de nombreux facteurs tels que la
variété, le degré de maturité, les conditions de mouture et la quantité des enveloppes existante

peuvent influer la teneur en fibres (Doukani, 2015).

L’allégation nutritionnelle : « Source de fibres » peut étre attribuée a un produit lorsqu’il contient
au moins 3 g de fibres pour 100 g de produit ; et « Riche en fibres » lorsque le produit contient au
moins 6 g de fibres pour 100 g (Réglement CE n°1924/2006). Les farines de gland ont atteint un
niveau de 7 a 11,24 ¢g/100 g de fibres, donc elles peuvent se vanter de l'attribut « Riche en

fibres ».

Les glucides totaux, composés principalement d'amidon, sont les composants chimiques les plus
importants dans les farines de gland (69,59-72,58 g/100g), tandis que les protéines et les cendres

sont trés peu présents. Cela montre que les farines de gland sont trés énergiques.
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Les teneurs en lipides, en protéines et en cendres de nos farines sont presque similaires a celles
rapportées par Saffarzadeh et al. (1999) et de Oliveira et al. (2012) ; tandis que les teneurs en
glucides totaux sont plus élevées que celles rapportées. La teneur en fibres des farines étudiées
est relativement supérieure aux valeurs rapportées par littérature (Saffarzadeh et al., 1999;
Shimada, 2001).

2. Activité antioxydante des farines de Quercus

Les teneurs moyennes en polyphénols totaux (mg GAE/100 g de matiére séche MS), en
flavonoides (mg CE/100 g MS) ainsi que les résultats de I’activité antioxydante (umol ET/g MS)

évaluée par les tests DPPH et ABTS sont récapitulés dans le tableau 38.

Tableau 33. Teneurs moyennes en polyphénols totaux (mg GAE/100g), en flavonoides
(mg CE/100g) et activité antioxydante (umol ET/g) des huiles de Quercus

Parametres Q. ilex Q. suber Q. coccifera
CPT 691,03 £5,96 ° 785,85 + 7,61° 1017,39 £ 22,372
FT 102,52 +8,33° 63,30 £9,73°¢ 119,40 +6,12°
DPPH 25,53+0,18 ¢ 33,06 + 0,58 ° 42,56 + 2,47 @
ABTS 17,20+ 1,15° 31,96 +0,71° 35,21+0,87 %

CPT : Composes phénoliques totaux; FT: Flavonoides totaux. Les différentes lettres en exposant indiquent une
différence significative a p < 0,05 entre les trois especes et pour le méme parametre.

2.1.Composés phénoliques

Le contenu phénolique total (mg GAE/100g MS) est appréciable dans les trois farines de Quercus
étudiees (Tableau 38). Des différences significatives ont été observées entre les trois especes de
glands retenues. L'extrait de Q. coccifera a enregistré la teneur en polyphénols totaux la plus
élevée. Tandis que l'extrait de Q. ilex a enregistré la teneur en polyphénols totaux la plus faible.
De maniére générale, les résultats obtenus ont révélé que la farine de gland est une bonne source
en composes phénoliques totaux, ce qui est en accord avec les études rapportées par d'autres
auteurs (Cantos et al., 2003 ; Tejerina et al., 2011).

Les teneurs en flavonoides totaux (mg CE/100 g MS) montrent également des différences
significatives (p < 0,05) entre les trois espéces étudiées. Comme le montre le tableau 38, les
teneurs en flavonoides varient entre 63,30 et 119,40 mg CE/100 g MS. La teneur en flavonoides

significativement élevée a été également obtenue chez Q. coccifera. De fagon comparative, les
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valeurs de flavonoides totaux obtenues sont considérablement supérieures a celles obtenues par
Igueld et al. (2015).

2.2.Activité antioxydante

Les résultats obtenus de l'activité antioxydante des farines de gland sont présentés dans le tableau
38. A la lecture de ces résultats, la capacité antioxydante s’est révélée remarquablement élevée
pour les trois espéces de Quercus, en raison de la teneur élevée en composés phénoliques totaux
et en flavonoides totaux.

L'analyse de l'activité antioxydante reflete une variation significative (p < 0,05) entre les trois
extraits. L'extrait de la farine de Q. coccifera a présenté la plus grande capacité de piégeage du
radical DPPH" (42,56 g TE / g MS) et la plus importante capacité de balayage du radical ABTS®*
par rapport aux deux autres farines, cela est directement lié a leur teneur significativement

importante en composés antioxydants.

Au vu des résultats obtenus (Tableau 38), les farines de gland ont présenté, dans leur globalité, un
bon pouvoir antioxydant et peuvent étre considérées comme une bonne source en cOmposés
fonctionnels en particulier les composés phénoliques qui sont des bons contributeurs a leur

résistance a l'oxydation.

3. Caractérisation des biscuits formulés

A T’issu des analyses chimiques effectuées sur les trois farines de Quercus, la farine de Q.
coccifera, ayant la teneur la plus importante en composes phénoliques et en fibres, a été
sélectionnée pour I’¢laboration de biscuits.

Trois essais d’élaboration de biscuits ont été réalisés par une substitution partielle de la farine de
blé tendre par la farine de Q. coccifera, selon les formulations indiquées dans le tableau 33, et les

produits finis ont été soumis a une série d’analyses a fin de les caractériser.
3.1.Caractérisation physique des biscuits formulés
3.1.1. Teneur en eau et activité de ’eau

La teneur en eau des biscuits varie entre 6,96 et 10,64 g eau/100g MS avec une valeur moyenne
de 8,84 g d’eau/100 g MS (Figure 37). Le biscuit t¢émoin a montré la teneur en eau la plus élevée.

Cette différence peut étre liée a la nature de la matiere premiere.
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La recherche de la teneur en eau a un intérét commercial afin de limiter la durée de stockage ou la

date limite de consommation (Doukani, 2015).

12
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Figure 30. Teneur en eau (TE) et activité de 1’eau (aw) des différents biscuits formulés

Q30 : biscuit avec 30% de la farine de Quercus ; Q60 : biscuit avec 60% de la farine de Quercus.
Les différentes lettres en exposant indiquent une différence significative a p < 0,05.

Bien que les biscuits soient un produit relativement sec, leur activité d'eau est cruciale pour
prédire a la fois la stabilité et la sécurité de ce produit en termes de croissance microbienne,
réactions enzymatiques, brunissement non-enzymatique et d'oxydation des lipides (Doukani,
2015; Fradinho et al., 2015).

L'activité de I’eau (aw) des biscuits varie de 0,48 a 0,68 (Figure 37). Les valeurs de l'activité de
I’eau des biscuits a base de farine de gland sont significativement faibles par rapport a celle du
témoin. Ce qui nous laisse supposé que les biscuits a base de farine de gland seraient moins
exposés a la contamination d’ou la possibilité de les conserver durant une longue durée (Doukani,
2015).

3.1.2. Caractéristiques dimensionnelles et texture des biscuits formulés

Les différents paramétres de dimension, de texture et de dureté selon le taux de substitution de la

farine de gland sont présentés dans le tableau 39.
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Les paramétres dimensionnels et les facteurs d'expansion lors de la cuisson des biscuits
(augmentations relatives du diamétre, de I'épaisseur et de la surface, ainsi que le rapport

d'étalement) sont rapportés dans tableau 39.

Tableau 34. Paramétres dimensionnels et propriétés texturales
des différents biscuits formulés

Parameétres Contréle Q30 Q60
Parameétres dimensionnels

A-diamétre (%) 2,19 +0,07°¢ 7,44 +1,65° 14,55 + 0,752
A-épaisseur (%) 45,65 + 0,642 44,70 £ 2,682 41,60 + 1,482
A-volume (%) 92,30 +£6,10° 113,20 £ 12,70° 127,60 + 33,902
Facteur d'expansion (%) 4,43 £0,15° 19,35 + 4,32° 31,23 +2,60°
Rapport d'étalement 3,07 £0,35" 4,60+0,112 5,04 + 0,292
Texture

F rupture (N/mm2) 6,00 + 0,592 3,67 +0,44° 1,42 £0,11°¢

A-diamétre : Augmentation du diamétre aprés cuisson ; A-épaisseur : Augmentation de I'épaisseur aprés cuisson ; A-
volume : Augmentation du volume ; F rupwre: friabilité.

L’analyse des résultats montre que le diametre des biscuits a augmenté significativement avec
I’augmentation du taux de la farine de gland incorporée. Le biscuit Q60 a revelé I’évolution du
diametre la plus signifiante (14,55 %), tandis que le biscuit témoin n’a augmenté qu’avec 2,19 %

apres cuisson (Figure 38).

Concernant I’épaisseur, nous avons noté 1’absence de différence significative entre le témoin et
les biscuits formulés (Q30 et Q60), malgré I’enregistrement de faible réduction de cette grandeur
au fur et mesure de I’augmentation du taux de la farine de gland incorporée. En effet, la réduction
de I’épaisseur des biscuits a base de gland, par rapport au biscuit témoin, est lié¢e probablement a
la teneur élevée en fibres alimentaires présentes dans la farine de gland qui réduisent la capacité
de rétention des gaz (Pasqualone et al., 2017), ce qui indique que la farine de gland conduise a la

production de biscuits moins épais (Figure 38).

L’augmentation de diameétre des biscuits enrichis en farines de gland (Q30 et Q60) a entrainé une
augmentation de surfaces (facteur d’expansion) de ces biscuits par rapport au témoin.

L'expansion en volume, bien que significativement plus élevée dans les biscuits enrichis en
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farines de glands que chez les témoins, est moins influencée par la quantité de farine de glands

ajoutée, en raison de son effet réduit sur I'épaisseur.

Le rapport d’étalement (diameétre / épaisseur) est un autre indicateur physique de la qualité des
biscuits. Le rapport d’étalement des biscuits a base de farines de gland a été plus élevé que dans
celui du biscuit témoin.

Par conséquent, les biscuits enrichis avec la farine de gland ont présenté un bon développement
par rapport au biscuit témoin, principalement en raison de l’augmentation importante de
diameétre, et cela a été attribué par certains auteurs a une plus grande capacité d'hydratation des
farines plus riches en fibres (Fradinho et al., 2015).

Les données obtenues sont conformes a celles d'autres études sur des biscuits enrichis de divers
types de fibres (Sudha et al., 2007; Fradinho et al., 2015).

Les changements des caractéres physiques des biscuits formulés sont dus au changement de la
force biscuitiere de la farine. Le faible développement obtenu pour le biscuit témoin est
attribuable a la force élevee du gluten, caracteéristique du blé (Pasqualone et al., 2015), a la faible
quantité en fibres (Pasqualone et al., 2017) ainsi qu’au niveau d'expansion plus faible qui ne
permet pas aux biscuits de se dilater correctement (Fradinho et al., 2015). Ces facteurs combinés

ont eu un effet défavorable sur le rapport d’étalement des biscuits.

Figure 31. Présentation des différents types de biscuits
Témoin (a gauche), Q30 (au centre) et Q60 (a droite)

La mesure de la friabilité des biscuits a été réalisée au moyen d’un test de flexion en trois points

«test d’accrochage» jusqu’a la rupture, simulant la force de rupture exercée lors de la mastication.

La force nécessaire pour casser les biscuits (F rupwre), €tant plus faible pour les biscuits plus
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friables, a été significativement plus importante dans les biscuits témoins et diminue

progressivement & mesure que le niveau de farine de gland incorporée augmente (Tableau 39).

De fagon globale, la dureté des biscuits diminue avec I’augmentation du taux de substitution de la
farine de gland, le biscuit a 60 % de farine de gland a été le biscuit le plus friable tandis que le
biscuit témoin a été le plus dure. Cela peut étre d0 a la faible teneur en protéines de la farine de

gland par rapport a la farine de blé tendre.

La dureté est la propriété texturale qui attire davantage l'attention dans I'évaluation des produits.
Selon Fradinho et al. (2015), la dureté des biscuits peut étre attribuée a leur teneur en protéines.

En effet, la farine de gland est moins riche en protéines, et sa substitution avec la farine de blé
tendre dilue et affaiblit la matrice de gluten, aboutissant ainsi a une diminution de la durete des
biscuits (Fradinho et al., 2015). Dans la méme tendance, Fustier et al. (2009) ont montré que la

fermeté des biscuits augmente avec le contenu en proteines.

3.1.3. Couleur des biscuits

La couleur des biscuits est un attribut de qualité trés important qui influence leur acceptation par
les consommateurs. Elle est le seul paraméetre que le consommateur puisse évaluer lors de la

sélection d'un produit sur le marché (Carini et al., 2009).

Les parameétres de couleur (Tableau 40) varient significativement avec le type du biscuit. La
valeur L” est une mesure de la luminosité de la surface du biscuit. Comme le montre le tableau
41, elle diminue avec ’augmentation des niveaux de substitution. Le biscuit témoin a présenté la
plus grande brillance par rapport aux biscuits a base de gland.

La valeur b", qui indique la couleur jaune, a progressivement diminué avec 1’augmentation du
niveau de substitution. L'ajout de farine de gland a également entrainé une augmentation

significative des indices de rouge a” et de brun (100-L%).

En comparant la couleur des biscuits (Tableau 40) avec la couleur des farines de départ
rapportées dans le tableau 36, on observe une augmentation significative de tous les indices

colorimétriques.
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Tableau 35. Parameétres de couleur des différents biscuits formulés

Parameétres Controle Q30 Q60

L” 79,24+1,96° 53,02+1,26° 44,11+2,18°¢
a’ 0,17+0,31°¢ 8,32+0,41° 11,04+0,562
b" 26,23+1,142 24,87+0,36° 23,66+0,64°
IB (100-L%) 20,76+1,96°¢ 46,98+1,26° 55,89+2,182

L": clarté ou luminance ; a": indice rouge-vert ; b": indice jaune-bleu ; IB = Indice Brun.

Les différentes lettres en exposant indiquent une différence significative a p< 0,05 entre les biscuits formulés

La cuisson des biscuits a affecté leur luminosité (valeurs L) dans les deux niveaux de
substitution 30 % et 60 %. Le processus de cuisson n'a pas d'influence sur la brillance des biscuits
témoins, mais celle-ci diminue de maniere significative dans les biscuits a base de farine de gland
et notamment le biscuit Q60. Ceci indique la présence d’une couleur plus brune (100-L") pour les
biscuits, a cause de I’effet de la caramélisation et des réactions de Maillard produites au cours de

la cuisson (Pereira et al., 2013 ; Pasqualone et al., 2014).

De méme, Korus et al. (2015) ont également signalé un effet de brunissement important de l'ajout

de farine de gland dans du pain sans gluten.

L’augmentation significative de la rougeur (indice a*), observée dans les biscuits a base de gland
(Q30 et Q60) par rapport au témoin, est due a la pigmentation rouge résultant des réactions de
brunissement et de Maillard (Pereira et al., 2013).

Outre I’influence des réactions de Maillard et de caramélisation qui se produisent pendant le
processus de cuisson, la couleur des biscuits a été nettement influencée par les composes
phénoliques présents dans la farine de gland. En effet, les produits d'oxydation et de dégradation
des polyphénols ont rendu les valeurs a” et IB (100- L") des biscuits & base de gland beaucoup

plus élevées que celles du témoin (Pasqualone et al., 2014).
3.2.Activité antioxydante des biscuits

Le tableau 41 présente les teneurs moyennes des polyphénols totaux (mg GAE/ 100 g MS) et des
flavonoides (mg CE/100g) et les résultats de ’activité antioxydante (umol ET/g MS) des biscuits

formulés.
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Tableau 36. Teneurs moyennes en polyphénols totaux (mg GAE/100g), en flavonoides
(mg CE/100g) et activité antioxydante (umol ET/g) des biscuits formulés

Parameétres Controle Q30 Q60

CPT 28,19+0,76 142,97+8,8 P 291,91+2 52
FT 1,31+0,83 ° 9,63+0,63° 27,77+1,41°2
DPPH 0,55+0,42°¢ 3,43+0,02° 8,04+0,26 2
ABTS 0,23+0,01°¢ 3,17+0,08" 9,15+0,372

Les différentes lettres en exposant indiquent une différence significative a p< 0,05 entre les biscuits formulés

La substitution de la farine de blé tendre par la farine de gland a permis d’augmenter de maniére
significative les teneurs en composés phénoliques (polyphénols et les flavonoides totaux) dans les
biscuits formulés. Le biscuit Q60 a été significativement plus riche en polyphénols et en
flavonoides que le biscuit Q30 et le témoin. En absence de la farine de gland, la présence de
composés phénoliques dans le biscuit témoin peut étre due a la contribution de 1'huile d’olive
extra vierge. Cependant, une baisse importante de ces composés a été observée dans les biscuits
formulés par rapport a leurs farines. La perte en composés phénoliques dans les biscuits a base de
gland formulés est d’environ 47 %. Cette diminution est due aux réactions d’oxydation liées au
malaxage et aux dégradations thermiques (la cuisson) (Sadilova et Stintzing, 2007; Pasqualone et
al., 2014).

Les quantités appréciables de composés phénoliques extraits de biscuit a base de gland ont eu une
influence positive sur l'activité antioxydante des biscuits formulés. lls ont montré une activité
antioxydante significativement supérieure a celle des biscuits témoins, comme en témoignent les
tests ABTS et DPPH. L'activité antioxydante observée dans les biscuits témoins est attribuée a la

qualité élevée de I'huile d'olive extra vierge utilisée.

Les résultats obtenus ont mis en évidence les effets positifs de l'utilisation de la farine de gland
dans I’¢élaboration de biscuits. L’effet positif s’est manifesté par une activité antioxydante et une
teneur en composés phénoliques plus élevée des biscuits a base de gland par rapport aux biscuits

témoins.

3.3.Stabilité oxydative des biscuits

Le temps d'induction (IT) obtenus, temps nécessaire pour I'oxydation des biscuits en conditions

forcées, est présenté dans la figure 39.
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Figure 32. Résultats du test Rapidoxy (IT) des trois types de biscuits

A vu des résultats illustrés dans la figure 39, le temps d’induction varie de 4 h (242,23 min) pour
le biscuit témoin a 6,5 h (392,86 min) pour le biscuit Q60 avec une valeur intermédiaire de 5 h
(291,91 min) pour le biscuit Q30. La durée d'induction augmente significativement lorsque le
taux de substitution de la farine de blé tendre par la farine de gland augmente. Les biscuits a 60 %
de farine de gland ont montré la plus longue période d’induction, ce qui montre une grande
stabilite a l'oxydation. Des différences réduites mais significatives ont été observées entre les
biscuits témoins et Q30.

La plus grande stabilité des biscuits Q60 est probablement due a leur plus grande richesse en

composes phénoliques, et elle conduit a une tres bonne conservation des ces biscuits.

3.4.Profils volatils des biscuits

Les résultats relatifs aux composés volatils déterminés dans les trois types de biscuits par SPME-
GC/MS sont présentés dans le tableau 42. Plusieurs composés volatils ont été séparés et identifiés
dans les échantillons de biscuits, mais seuls les composés responsables des attributs sensoriels

des biscuits ont été retenus.

La composition chimigque de la fraction volatile varie considérablement entre les trois types de
biscuits. Il ressort clairement des résultats obtenus que I’incorporation de la farine de gland a
entrainé des variations significatives du nombre et du contenu de la plupart des substances

volatiles identifiées.
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Tableau 37. Profil volatil des différents types de biscuits formulés

Composes Controle Q30 Q60
Alcools

Ethanol n.d. 16,28+0,16° 24,54+3,43%
2-Butanol n.d. 1,79+0,73° 11,73+0,49?
3-méthyl-1-butanol n.d. 1,18+0,11% n.d.
1-Pentanol n.d. 1,13+0,02 @ n.d.
2-Pentanol n.d. n.d. 0,96+0,46
2-Heptanol 3,18+0,34°¢ 13,96+0,38% 6,23+0,16°
Aldéhydes

2-méthypropanal 2,00+0,522 1,93+0,122 2,08+0,68%
2-méthylbutanal 2,49+0,29° 3,43+0,44° 4,32+0,62%
3- méthylbutanal 4,19+0,69° 5,660,47° 7,131,062
Hexanal 6,41+0,54% 6,20+0,53? 4,39+0,32"
Cétones

2-Butanone 9,20+0,18% 9,50+0,06% 7,45%2,592
2-Pentanone n.d. 5,37+0,4°2 5,26+1,042
Acides carboxyliques

Acide pyruvique n.d. 2,92+0,592 1,00+0,19°
Acide isobutyrique n.d. n.d. 1,44+0,35%
Esters

Acétate d'éthyle 1,69+0,03° 5,90+1,00° 4,72+1,44°
Butanoate d’éthyle 1,84+0,25°% n.d. n.d.
Propanoate 2-méthylpropyle n.d. 2,16+0,08% 1,08+0,29°
Furanes

2-furancarboxaldéhyde ou furfural 4,56+0,21° 6,37+£0,382 7,48+0,682
2-furanméthanol 0,97+0,08° 1,76+0,342 1,83+0,152
Dihydro-2 (3H) —furanone n.d. 0,88+0,26 n.d.
Pyrazines

2-Méthylpyrazine n.d. 1,23+0,152 1,71+0,422
Pyrazine 2,03+0,062 n.d. n.d.

n.d : non détectable

Les biscuits a base de glands ont présenté des niveaux plus éleves d'alcools fermentatifs et de
leurs esters, en particulier d'éthanol et d'acétate d'éthyle, probablement en raison d'une activité de
fermentation dans la matiére premiére. Cependant, la quantité d'hexanal, dérivé de 1’oxydation
des lipides, a été plus faible dans le biscuit Q60 par rapport aux autres types de biscuits, indiquant
un niveau d'oxydation lipidique plus faible, ce qui concorde avec des teneurs plus élevées en

composés phénoliques.
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Les trois aldéhydes de strecker identifies dans la présente étude sont le 2-méthylbutanal, le 3-
meéthylbutanal et le 2-méthypropanal. Ces composes sont significativement plus abondants dans
les biscuits a base de gland. lls peuvent étre dérivés des acides aminés : valine, isoleucine, leucine
et phénylalanine, respectivement. Ces aldéhydes ont été précédemment identifiés dans d’autres
biscuits (Mohsen et al., 2009) et sont responsables de certains aromes. Les alcools et les
aldéhydes détectés se caractérisent par des notes odorantes agréables (Rios et Aparicio, 1997;

Pasqualone et al., 2015).

Parmi les cétones, le 2-butanone est plus abondant dans les biscuits témoins que dans les biscuits
a base de gland. Il provient de la dégradation de triacylglycérols par traitement thermique (Chung
et al., 1993; Pasqualone et al., 2015). Ce composé se caractérise par une forte odeur sucrée

(Pasqualone et al., 2015).

Concernant les acides carboxyliques, ils ont été détectés en tres faibles teneurs. Les acides
carboxyliques, provenant d'une oxydation plus poussee des aldéhydes, sont responsables des
mauvais golts, tels que les odeurs de rance, d’aigre et de bois, qui peuvent compromettre

I’acceptabilité du produit (Marco et al., 2007; Pasqualone et al., 2015).

Les esters ont été détectés en faibles quantités. L acétate d'éthyle a été significativement l'ester le
plus abondant dans les trois biscuits, alors que I’acide propanoique, 2-méthylpropylique ester a
été présent uniquement dans les biscuits a base de gland. Ces composés, lorsqu’ils sont présents

en quantités élevées, peuvent avoir un impact sensoriel élevé.

Les composés furaniques ont été principalement représentés par le furfural qui est
significativement plus abondant dans les biscuits a base de gland que dans le témoin. Le furfural
est généralement présent dans les biscuits et a fait I'objet de plusieurs études (Mohsen et al.,
2009 ; Giarnetti et al., 2015 ; Pasqualone et al., 2014 ; 2015). Trois composés furaniques ont été
identifiés dans la présente étude. Les furanes sont des composés dérivés de la réaction de

Maillard et principalement associées a une odeur de caramel et de fruité (Mohsen et al., 2009).

De méme, les pyrazines, produits par la réaction de Maillard, ont contribué de maniere limitée au
profil volatil, car ils sont présents a des concentrations relativement faibles dans les trois types de
biscuit. Les pyrazines ont été déja identifiés dans les céréales traitées thermiquement en raison de

leurs propriétés d'arome de noisette grillées (Mohsen et al., 2009).
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De nombreuses études ont montré que les aldehydes, les alcools, les cétones et les pyrazine sont
considérés comme les composes les plus puissants pour I'aréme des biscuits (Mohsen et al., 2009;
Pasqualone et al., 2014; Pasqualone et al., 2015).

3.5.Analyse sensorielle

Une analyse sensorielle descriptive quantitative a été réalisee afin de définir plus en détail le
profil sensoriel des biscuits formulés et aussi de mettre en évidence les différences éventuelles

avec les biscuits témoins. Les données obtenues sont présentées dans le tableau 43 et la figure 40.

Tableau 38. Caractéristiques sensorielles des différents types de biscuits formulés

Descripteurs Controle Q30 Q60
Couleur 2,3+0,1°¢ 5,9+0,4° 8,1+0,8°
Friabilité 2,5+0,2"° 4,37+1,22 5,4+1,1°
Odeur du son 0, 6+0,4°¢ 3,8+0,1° 4,4+0,22
Odeur de caramel 0,5+0,3°¢ 2,9+0,8° 5,7+0,82
Golt sucré 5,1+0,2°2 4,2+0,2° 4,6%0,2°
GoUt amer 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Sécheresse 4,3£0,42 4,61£0,42 4,6£0,2°2
Astringence 0,0+0,0°¢ 0,3+0,02° 0,7£0,1°
Granularite 1+0,17°¢ 3,06+0,08" 4,250,172

Odeur anormale - - -

Go(t anormal - - -

Ordre de préférence 3 2 1

- non détectable

Le profil sensoriel des biscuits a montré des différences significatives pour la plus part des
descripteurs.

Les membres du panel de dégustation décrivent les biscuits a base de gland et plus
particulierement le biscuit Q60, comme un biscuit ayant une couleur et une odeur plus

prononceées, avec un got moins sucré, friable et d'une bonne acceptabilité globale.
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L'analyse sensorielle de la couleur, évaluée par les degustateurs sur une échelle allant du jaune
pale (score = 0) au brun rougeétre (score = 9), a été en accord avec les résultats colorimétriques
(Tableau 40).

L’odeur du son a été plus perceptible dans les biscuits a base de gland et presque absente dans le
biscuit témoin. L’odeur du son est généralement associée a 1’odeur caractéristique des produits a
base de farine compléte ; elle a été donc plus intense dans les biscuits a base de gland car les
glands étant transformés en farine compléte tandis que la farine de blé tendre utilisée dans

I’élaboration des biscuits témoins a été raffinée.

L'odeur de caramel, particulierement plus intense dans les biscuits Q60 et totalement absente
dans les biscuits témoins, est due a la réaction de Maillard au cours de la cuisson.

En ce qui concerne la friabilité, la faible valeur observée dans les biscuits témoins est due a la
teneur en protéine élevée de la farine de blé ainsi qu'a la quantité limitée de lipides dans la
formule des biscuits. Les différences de friabilité detectées par les panelistes ont confirmé les

résultats de l'analyse instrumentale de la texture des biscuits (Tableau 40).

Le godt sucré des biscuits a eté percu de maniere significativement plus intense dans le biscuit

témoin, tandis que lI'amertume a été absente dans tous les trois types de biscuits.

La caractéristique sécheresse n’a présenté aucune différence significative entre les trois types de
biscuits. Les biscuits a base de glands ont présenté une granulometrie plus élevé que le témoin,
c’est-a-dire qu’ils ont été plus friables. Cette friabilité est due a I’huile apportée par les glands,
mais les miettes ont été granuleuses et de taille légerement hétérogene. L'ajout de farine de gland

a provoqué l'apparition d'une sensation astringente, bien que cette derniére a été notée tres faible.

L'absence d'odeur et de godt anormaux dans les trois types de biscuits est due au niveau de

qualité élevée de la fraction lipidique des matiéres premieres.

Les données obtenues montrent que la substitution de la farine de blé tendre par la farine de gland
a entrainé une augmentation progressive et significative de I’odeur du son et du caramel et de la

couleur, tout en réduisant la perception du goQt sucré.
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Figure 33. Profil sensoriel de trois types de biscuits formulés

Les biscuits ont eégalement fait I'objet d'un test de préférence visant a évaluer l'acceptabilité

générale des biscuits a base de gland.
Les biscuits Q30 ont une appréciation proche comparée a celle du biscuit témoin (fait uniqguement
a base de blé tendre). Le test de classement a montré que les panélistes ont préféré la formulation

a 60 % de substitution de farine de gland (Q60).
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Conclusion

De la caractérisation des farines de gland, il ressort les conclusions suivantes :

Les trois farines de Quercus utilisées dans cette étude présentent une granulométrie répondant
aux exigences de la biscuiterie.

Les coordonnées de la couleur ont montré que les farines de gland sont dans la zone claire (L
supérieur a 50). Les valeurs positives et relativement élevées de a” (indice rouge-vert) et b”
(indice jaune-bleu) reflétent un certain niveau de brunissement qui est également confirmé par la
valeur élevée de I’indice brun IB (100-L").

Ce sont des aliments trés énergiques, riches en glucides, graisses, fibres, polyphénols totaux,
flavonoides, et se caractérisent par des teneurs relativement faibles en protéines.

L’¢évaluation des propriétés antioxydantes révéle que les trois farines sont douées d’une forte
activité. La farine de Q. coccifera a montré la teneur la plus signifiante en composés phénoliques

et le pouvoir antioxydant le plus important.

I ressort de I’appréciation des trois types de biscuits formulés, les conclusions suivantes :

Une activité d’eau significativement faible dans les biscuits a base de gland par rapport au biscuit
témoin.

Les parametres dimensionnels ont montré que les biscuits a base de gland présentent un bon
développement par rapport au biscuit témoin, principalement en raison de 1’augmentation
importante de diameétre. Ces biscuits ont également montré un rapport d’étalement (diametre /
épaisseur) et un facteur d’expansion (différence entre la surface des biscuits avant et aprés la
cuisson) significativement plus élevés.

Pour ce qui est de la texture, la force necessaire pour casser les biscuits (F rupture) @ été plus élevée
chez le biscuit témoin.

Les parameétres de couleur L™ et a” et b" ont diminué avec ’augmentation des niveaux de
substitution de la farine de blé tendre par la farine de gland, ce qui a donné des biscuits plus
bruns.

Concernant I’activité antioxydante des biscuits, la substitution de la farine de blé tendre par la
farine de gland a permis d'augmenter de maniére significative la teneur en composés phénoliques
totaux et en flavonoides des biscuits. Cette augmentation a eu par conséquent une influence
positive sur l'activité antioxydante des biscuits enrichis qui ont montré un bon pouvoir

antioxydant par apport au témoin.
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Le temps d’induction (TI), mesuré par le test Rapidoxy, a été significativement plus élevé dans
les biscuits a base de gland. Cette mesure indique que le biscuit Q60 est le plus résistant vis-a-vis
de I’oxydation forcée.

L’incorporation de la farine de gland a également provoqué des différences significatives au
niveau du profil volatil. Ce dernier a montré des niveaux relativement élevés d'alcools
fermentatifs et de leurs esters, et des composés liés a la réaction de Maillard tels que les
aldéhydes de strecker, les furanes. Des niveaux significativement faibles d’acides carboxyliques,
et des pyrazines ont été détectés.

Les différences de couleur et des substances volatiles par rapport au témoin ont été perceptibles
également au niveau sensoriel, mais sans apparition de défauts. Parmi les formules étudiées, c’est
le biscuit Q60 qui a été le mieux apprécié au niveau de I’odeur et du go(t et il a été jugé le plus
friable par rapport aux autres biscuits, et d'une bonne acceptabilité global méme au niveau de la
couleur «brune» qui a eté jugée mieux appréciée que celle du biscuit témoin de blé tendre

«jaune».

Au regard des résultats enregistrés, on constate que la farine de glands présente un intérét
technologique et nutritionnel important grace a la quantité importante des fibres et des composeés
bioactifs qui possédent. Il est possible de produire des biscuits a base de gland avec de bonnes
propriétés technologiques (aspect, couleur et texture) et des qualités organoleptiques et

nutritionnelles meilleures que les biscuits a base de farine de blé tendre.
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Conclusion générale



Nous rappelons que les principaux objectifs de ce travail sont de trouver une voie de valorisation
des glands de trois especes de Quercus (Q. ilex, Q. suber et Q coccifera), par le biais de la

caracterisation phytochimique de leurs huiles ou leurs farines.

Dans la premiere partie, nous nous sommes intéressé¢ a étudier I’huile extraite de gland. Une
¢tude bibliographique réalisée sur ces huiles a montré que 1’on ne disposait que de peu
d’informations de nature biochimique d’ou nous avons eu beaucoup de difficultés a comparer nos
résultats. Dans cette optique, notre étude s’est focalisée sur les analyses qualitative et
quantitative, les évaluations du potentiel antioxydant et de la stabilité oxydative, en suivant les
marqueurs d’oxydation, de ces huiles d’intérét.

A T’issu des résultats obtenus dans la premiére partie, il ressort que les huiles de Quercus étudiées
se distinguent par une composition chimique spécifique (aides gras, stérols, composés volatils,..).
Les composés volatils révélés dans les trois huiles pures et fraiches sont trés spécifiques et
peuvent étre considérés comme des biomarqueurs spécifiques des especes du genre Quercus.
L’évaluation du potentiel antioxydant de ces huiles a montré qu’elles constituent une bonne
source dantioxydants naturels contenant des composés phénoliques, des caroténoides et des
tocophérols.

Le profil phénolique, révéle pour la premiere fois, a montré la présence majeure de dérivés de
tanins hydrolysables. En raison de leur activité antioxydante, ces composés peuvent contribuer au
maintien de la qualité de ces huiles pendant le stockage.

La susceptibilité a 1’oxydation (stabilité) des huiles de Quercus sur six mois de stockage a
température ambiante, a montré que ces huiles présentent une bonne résistance vis-a-vis a

l'oxydation.

Dans le cadre de la deuxiéme partie, un biscuit a base de gland a été élaboré et les avantages et
I’acceptabilité de la farine de gland dans un produit de boulangerie en tant que nouvel ingrédient
alimentaire ont été examines.

Sur la base des résultats obtenus dans cette partie, il ressort quel a substitution partielle de la
farine de blé tendre par la farine de gland s’avére une stratégie tres efficace pour augmenter la
teneur en fibres et l'activité antioxydante, deux facteurs qui représentent aujourd'hui un objectif

primordial dans la production d'aliments.
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Dans le méme temps, cette substitution a entrainée une amélioration des qualités technologiques,
nutritionnelles et organoleptiques des biscuits. La nature et I’amplitude de cette amélioration sont
alors fonction du taux de substitution de la farine.

Cette perspective de substitution d’une partie de blé tendre par la farine de gland nous semble
intéressante a double titre : d’une part, elle s’intégre dans les politiques de valorisation de la
filiere de boulangerie en produisant des biscuits de meilleure qualité et elle permet de valoriser
les ressources végetales sous utilisées d’autre part.

Au regard des résultats enregistrés dans les deux parties, les conclusions suivantes ont pu étre
établies :

L’huile de gland ¢tudiée présente une valeur nutritionnelle importante, comparable a celle de
I'huile d'olive, puisqu’elle renferme des acides gras essentiels et de nombreuses substances ayant
des propriétés antioxydantes.

La farine de gland a conduit a 1’élaboration d’un biscuit riche en fibres, en nutriments et en
molécules biologiques d’intéréts (composés phénoliques), avec des caractéristiques
organoleptique et nutritionnelle meilleures que les biscuits au blé tendre.

Pour les raisons mentionnées ci-dessus, I'huile de gland doit étre recommandée pour étre classée
dans la catégorie des huiles alimentaires, et la farine de gland doit étre considérée et acceptée en
tant que nouvel ingrédient alimentaire. Par consequent, l'objectif fixé, a savoir la production
d’une huile alimentaire nutritive et I’¢laboration d’un biscuit de haute qualité, a été atteint.
Aujourd’hui, il est reconnu que la sécurité alimentaire est liée a la durabilité des aliments. Mettre
en lumiére I'utilisation de glands a des fins alimentaires pourrait limiter la négligence d’une
ressource alimentaire saine et nutritive. Les glands, provenant d’espéces non exigeants, sont des
aliments sauvages comestibles, largement sous-utilisés, qui pourraient compléter les plantes
cultivées et aider a faire face a la demande croissante de nourriture pour une population mondiale

en croissance rapide.

Les différentes conclusions obtenues par cette étude soulévent de nouvelles perspectives :

-Tester le potentiel technologique de ces huiles en utilisant différents procédés ;

-Etudier la stabilité thermique de 1’huile durant les applications thermique (fritures);

-Essayer d’incorporer ces farines dans d’autres produits alimentaires pour les personnes ayant
une intolérance au gluten (biscuit diététique);

-Recommander I’inscription de ces deux produits (huile et farine) dans le codex alimentarius, en
tant qu’ingrédients alimentaires.
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ABSTRACT

Among the unusual vegetable fats, acorn oil has interesting nutritional and functional properties. Few studies are
present in literature on acorn oil characterization and antioxidant activity evaluation while no studies are
present regarding the analysis of the phenolic profile. The present study aims at investigating the content of
hydrophilic and lipophilic phenolic compounds and pigments, as well as antioxidant properties and quality of
the oil extracted from three Quercus species grown in Algeria. Oil yield, expressed as dry weight, was in the range
7.05-8.40%. Tocopherols contents were remarkable for the three species (539-676 mgkg 1), with (B + y)-to-
copherols being the most abundant. Oils had also significant amounts of carotenoids (42-66 mgkg ') and si-
milar polyphenol patterns, but with a wide quantitative variability between species (195-436 mg kg~ !). Twenty
phenolic compounds were detected, 12 of which were tentatively identified. All of them were hydrolysable
tannins derivatives (gallotannin or ellagitannin). Oils methanolic extracts had remarkable antioxidant activity;
up to 3.34 and 3.79 umol TEg ! oil (DPPH and ABTS test, respectively). Quercus oil is a potential source of

natural antioxidants, and it could be used as a new functional oil.

1. Introduction

Despite the diversity of plant species in the world, very few of them
are actually used in human consumption. Besides the usual sources,
fruits, leaves or seeds of other plant species show interesting nutritional
characteristics but they are not exploited on a large scale, as the case of
acorns collected from trees of the Quercus genus (Laouar, 2003).

The Quercus genus is one of the richest in species. It includes about
500 forest species accompanied by many hybrids, and is well re-
presented in spontaneous state throughout the Mediterranean basin
(Bonfils, Horisberger, & Ulber, 2005). Oaks constitute about 40% of the
Algerian forests, and represent a forest wealth for the Country (Alatou,
1994). The acorns have been exploited for edible use for many thou-
sands of years in most parts of the world. They were a staple food
throughout North America, Asia, the Middle-East, North Africa, and
Europe (Bainbridge, 1986; Hoeche, Kelly, & Noci, 2014). In the Medi-
terranean area, mainly in Italy and Spain, oak acorns, collected for free
from spontaneous trees, were used principally by poor people (Pieroni,
1999). Acorn flour was used either directly for making bread or as an
ingredient for coffee (Bainbridge, 1986; Ledn-Camacho, Viera-Alcaidea,

& Vicario, 2004). However, nowadays acorns have almost disappeared
from human consumption.

Acorns are rich in nutritive compounds; they contain approximately
59% starch, 33% fat, of which over 80% is unsaturated, and approxi-
mately 8% protein. In addition, acorns contain a considerable amount
of mineral salts, such as calcium, magnesium, potassium, and phos-
phorus (Hoeche et al., 2014).

Acorn oil has been consumed in Algeria for hundreds of years. Its
use as cooking oil has been reported also in Morocco, with a flavor
similar to olive oil (Bainbridge, 2006). Ozcan (2007), studied the fatty
acid composition of acorn oil belonging to different species of Quercus
present in Turkey, showing that acorn oil is a good source of un-
saturated fatty acid. These authors reported a high concentration of
oleic, linoleic, and palmitic acids in acorn oil with values ranging from
16 to 50%, 25 to 49%, and 14 to 24%, respectively. Moreover, acorn oil
contains numerous substances with antioxidant properties, in particular
tocopherols, flavonoids and phenolic compounds (Cantos et al., 2003).

Several studies have been carried out on acorn, but only a few of
them had the aim to characterize the acorn oil composition and no one
is referred to acorn oil from Algeria (Al-Rousan et al., 2013; Charef,
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Youski, Saidi, & Stocker, 2008; Ozcan, 2007). The studies have shown
that acorn and its derived products are nutritional, energetic, and
healthy foods, nevertheless it is noteworthy that Quercus oil is not still
produced on a market scale. Moreover, no studies are present regarding
the analysis of phenolic profile in Quercus oil.

In this framework, the aim of the present work was to investigate on
the quality and the functional components of the oil from three acorn
species grown in Algeria: Quercus ilex L., Quercus suber L., and Quercus
coccifera L. The phenolic compounds of acorn oil were tentatively
identified by mass spectrometry and quantified. Vitamin E, carotenoids
and chlorophylls pigments were determined as well and an in vitro
evaluation of the antioxidant activity of the methanolic extracts was
also carried out.

2. Materials and methods
2.1. Raw materials

The research was performed on mature acorn fruits collected from
three Quercus species: Quercus ilex L. (QI), Quercus suber L. (QS), and
Quercus coccifera L. (QC). Acorns were manually collected from a forest
located in the East of Algeria during the month of November 2016.
Once harvested, acorns were separated from the shell, ground into fine
powder and freeze-dried.

2.2. Oil extraction

The acorn oil was extracted according to the Soxhlet method using
hexane as solvent (NF ISO 8262-3, 2006). The extract was filtered and
the hexane removed by evaporation at 50 °C under vacuum. Then, the
obtained oils were poured into dark glass bottles, hermetically sealed
and stored at —18°C to avoid glycerides and minor compounds oxi-
dation and/or degradation, until analyses. The amount of oil in the
fruits was expressed as percentage on dry-weight. The oil extraction
was performed in triplicate for each variety.

2.3. Quality indices

Free acidity (g100g~" oil), peroxide value (meqO,kg ™' oil), ul-
traviolet absorption indices (K232, K270, and AK), iodine value (gio-
dinekg ! oil) and refractive index were determined according to the
AOQCS official methods (AOCS, 1996).

2.4. Tocopherols analysis

Tocopherols (a, B + vy, and 8) were determined according to pre-
vious papers with slight modifications by means of RP-HPLC-FLD
(Gliszczyriska-Swiglio & Sikorska, 2004; Tamborrino et al., 2017). The
analysis was performed using an UHPLC binary system (Dionex Ulti-
mate 3000 RSLC, Waltham, MA, USA) equipped with a binary pump
(HPG 3200RS), auto-sampler (WPS 3000), column compartment (TCC
3000), diode array detector (3000RS), and the Chromeleon software for
data acquisition and processing. A Nova-Pack C;g analytical column
(150 x 3mm i.d.) with a particle size of 3um (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) was used. Briefly, 80 mg of oil were dissolved in
1 mL of 2-propanol, vortexed, filtered through 0.45 pm pores filters and
then injected into the HPLC system. The mobile phases consist of a
mixture of acetonitrile and methanol (1:1, v/v) at a constant flow rate
of 1 mL min ™! in isocratic elution. The injection volume was 20 pL. The
FLD (Dionex 3400RS, Waltman, MA, USA) spectrofluorometer was used
as detector, set at excitation wavelength of 295nm and emission at
325 nm, using external standard calibration curves of a-, y-, and 8-to-
copherol (R? equal to 99.99, 99.95, and 99.96, respectively). Calibra-
tion curves were made in the range from 0.1 to 20 mg L™ ?, with limit of
detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) of 0.17 and 0.55,
0.47 and 1.58, 0.36 and 1.21 mgkg~' for alfa, gamma and delta
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tocopherol, respectively (Cosmai et al., 2017).
Total tocopherol content was calculated as the sum of the identified

and quantified tocopherols and expressed as mgkg ™.

2.5. Phenolic compounds extraction, identification and quantification

The extraction of phenols was carried out according to the proce-
dure described in Squeo et al. (2016; 2017). To obtain the extract, 1 g of
oil was dissolved in 1mL of hexane and 5mL of methanol/water
(70:30, v/v) with the addition of 250 uL of a gallic acid solution
(100 mg L™! in methanol/water 70:30, v/v) as internal standard for
quantification. The mixture was vortexed for 10 min and centrifuged at
3941 x g for 10 min at 4 °C (SL 16R Centrifuge, Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA). The methanolic phase was recovered, cen-
trifuged again at 8867 x g for 5min at 4°C, and finally filtered at
0.45um using nylon filters (VWR International, Center Valley, PA,
USA). The extracts were used for the next chromatographic determi-
nation. LC-PDA-MS analysis was carried out recording the absorbance
from 220 to 500 nm and each compound was quantified based on the
internal standard peak area on the chromatogram recorded at 280 nm.
Due to the semi-quantitative approach, the matrix effect was not taken
into account and the results were expressed as gallic acid equivalents
(GAE). No other standards were used. An UHPLC Ultimate 3000RS
Dionex interfaced by H-ESI II probe with a LTQ Velos pro linear ion trap
mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) was
used. The UHPLC system was composed by LPG-3400RS quaternary
pump, WPS-3000 TRS autosampler, TCC-3000RS column older, PDA
3000RS detector. The analytical separation of phenols was achieved
using a Hypersila Q C;g column 100 mm of length, 2.1 mm internal
diameter and 1.9 um of particle size held at 30 °C and at a constant flow
of 0.2mLmin~'. A binary gradient was obtained using 0.1% of formic
acid in water (A) and 0.1% formic acid in acetonitrile (B), from 10% to
70% of B linear gradient in 30 min. The MS conditions were: capillary
temperature 320 °C; source heater temperature 280 °C; nebulizer gas
N,; sheath gas flow 30 psi; auxiliary gas flow 7 arbitrary units; capillary
voltage — 2800V, S-Lens RF Level 60%. Data were acquired in negative
ionization mode. Samples were analysed with two methods: a full scan
method from 100 to 1000 m/z and a data-dependent experiment to
collect MS? data. The data-dependent settings were: full scan from 268
to 950 m/z, activation level 500 counts, isolation width 2 Da, default
charge state 2, CID energy 35. Tentative identification of compounds
was performed using mass spectra (MS?) and Ap.c accordingly to
Gracia-Villalba, Espin, Tomas-Berberan, and Rocha-Guzman (2017).
The total phenolic content (TPC) was considered as the sum of the
single phenolic compounds quantified.

2.6. Pigments analysis

The chlorophylls fraction was evaluated by measuring the absor-
bance of each oil sample at 630, 670, and 710 nm according to the
AOCS method and expressed as mg of pheophytin per kg of oil (AOCS,
1993). The content of total carotenoids was determined by measuring
the absorbance of 0.25 g of oil dissolved in 10 mL of hexane at 449 nm.
Quantitative analysis was performed by a calibration curve of B-car-
otene (R? = 0.9987) and the total carotenoid content expressed as mg
of B-carotene equivalent per kg of oil.

2.7. Antioxidant activity

The antioxidant activity was evaluated on the basis of the scaven-
ging activity of the ABTS (2,2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sul-
phonic acid) diammonium salt) compared with a reference antioxidant
standard Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic
acid) as described in Difonzo et al. (2017) and Caponio et al. (2016)
Briefly, 50 uL. of each sample were added to 950 uL of ABTS reagent
previously prepared. After 8 min, the decrease of absorbance was
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measured at 734 nm. Calibration curve of Trolox was used, and the
results were expressed in pmol Trolox equivalents (TE) per g of oil.

Extracts were analysed also for their capacity to scavenge the DPPH
radical (1,1-diphenyl 2-picrylhydrazyl) accordingly to the method
proposed by Brand-Williams, Cuvelier, and Berset (1995), with mod-
ification as reported by Difonzo et al. (2017). In cuvettes for spectro-
photometry, 50 uL of each sample were added to 950 uL of DPPH so-
lution (0.08 mM in ethanol). After 30 min in the dark, the decrease of
absorbance was read at 517 nm. The results were expressed in pmol TE
per g of oil.

2.8. Statistical analysis

All analyses were carried out in triplicate and the experimental data
were reported as means + standard deviation. Each determination was
performed at the same time for the different cultivars. Beside, no vali-
dation study was carried out about the methodologies used, as they
were referred to previous published and/or validated results. Analysis
of variance (ANOVA) and Tukey's post-hoc test were performed on the
experimental data using XLSTAT software (Addinsoft SARL, New York,
NY, USA).

3. Results and discussion
3.1. Oil contents

The crude fat content of acorn fruits ranged from 7.05% for QI to
8.40% for QC, with an intermediate value of 7.83% for QS, which
agrees with previous reported values ranging from 6 to 9% (Charef
et al., 2008; Ledn-Camacho et al., 2004). These results indicated that
the acorn fruit is moderately poor in fat and it cannot be considered as
oleaginous seed, which possesses 30-45% oil content (Karlenskind,
1992). However, acorn oil might be considered similar to other plant oil
sources that are used because of their healthy features, such as wheat
germ (8-14% fat content) or amaranth (4.9-8.1% fat level) (Al-Rousan
et al., 2013).

3.2. Quality indices

The physical and chemical analytical data of acorn oil used in this
study are presented in Table 1. Acorn oil has low acidity values, com-
parable to those observed in other vegetable oils (Karleskind & Wolff,
1992). The peroxide value, which remains on the average below
1.50 meq O, kg~ ?, indicates a low extent of oxidation, which is con-
firmed by the low values of K3, and K,7. QC showed higher value for
all spectrophotometric parameters compared to the other two species
(p = .05). The relatively high iodine value in the three oil samples is
due the high concentration of unsaturated fatty acids of this kind of oil,

Table 1

Physical and chemical characteristics of Quercus oils.
Parameters QI Qs QC
Free fatty acids 0.97 + 0.14° 1.13 + 0.14* 0.92 + 0.07°

(g100 g~ ' oil)

PV (merzkg’loil) 1.50 = 1.00? 0.83 + 0.57% 1.00 + 0.50?
Koo 1.55 + 0.02¢ 1.63 + 0.02° 2.40 + 0.02°
Ka70 0.49 + 0.00° 0.51 + 0.01° 1.14 + 0.02*
AK 0.17 + 0.04° 0.16 + 0.00° 0.34 + 0.01°
v (glzgfloil) 103.68 + 6.48° 12528 * 7.40° 129.60 + 0.00%

RI 1.453 + 0.001* 1.453 + 0.001° 1.449 + 0.001°

QL, Quercus ilex L.; QS, Quercus suber L.; QC, Quercus coccifera L.; PV, peroxide
value; Ka3,, specific extinction at 232 nm; Kayo, specific extinction at 270 nm;
IV, iodine value; RI, refractive index.

Values are expressed as mean of three replications
Different letters indicate significant differences at p
ANOVA followed by Tukey's HSD test.

SD.

=+
< .05 according to one way
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Table 2
Concentration of tocopherols, phenolics and pigments in Quercus oils
(mg kg~ oil).

Tocopherols QI QS QC

a-tocopherol 244.66 + 6.51% 126.9 + 5.25¢ 138.09 + 4.64°
(B + y)-tocopherols ~ 403.59 + 5.87°  389.60 + 4.42° 422,02 + 2.42°
8-tocopherol 16.33 + 0.90° 13.66 + 1.61° 19.73 + 0.33%
Total tocopherols 664.58 + 13.29° 530.16 + 11.32° 579.84 + 7.41°
TPC* 121.32 * 10.90° 187.60 + 9.14°  299.29 * 13.60°
Chlorophylls 1.88 + 0.01° 2.03 * 0.01° 1.10 * 0.02¢
Carotenoids 42.29 + 1.46° 66.33 + 0.90° 43.13 + 0.60°

QI, Quercus ilex L.; QS, Quercus suber L.; QC, Quercus coccifera L.

TPC*, total phenolic content, sum of those identified and quantified by LC-PDA-
MS.

Values are expressed as mean of three replications = SD.
Different letters indicate significant differences at p < .05 according to one way
ANOVA followed by Tukey's HSD test.

as already reported (Al-Rousan et al., 2013; Charef et al., 2008). As
regards the physical properties, acorn oils showed a refractive index
(RI) ranging from 1.449 to 1.453. QI had the significant lowest value
respect to QS and QC. These values are similar to those reported by Al-
Rousan et al. (2013) for acorn oils from other species and lower than
those reported for other vegetable oils such as soybean or olive oils
(Gunstone, 2002).

3.3. Tocopherols contents

Vitamin E is well recognized to be effective inhibitor of lipid oxi-
dation and, since is only synthesized by plants, it is a very important
dietary nutrient for animals (Kamal-Eldin & Appelqvist, 1996). The
results of tocopherols analysis (Table 2) showed a predominance of
B + y-tocopherols, whereas only a small amount of 8-tocopherol (ran-
ging from 2.5 to 3.4%) was observed. In general, QS and QC presented a
similar tocopherols profile, quite different respect to that of QI. Indeed,
in the formers, the sum of B-and y-tocopherols accounted for > 70% of
the total tocopherol content. Differently, QI had a significant higher
content of a-tocopherol (> 35% of total tocopherols). QI showed also a
significant higher content of total tocopherols, whereas QC showed the
highest significant content of 3 + y-tocopherols. QS had the lowest
significant content of both the single tocopherols forms and the total
tocopherol content. Despite the highest amount of tocopherols in QI,
the antioxidant activity of such oil was lower than that of the other
varieties (Table 4). As known, tocopherols react more preferably with
lipid peroxy radical than with lipid itself (Choe & Min, 2006). Thus,
considering the low amount of peroxides in the oils studied, the con-
tribution of tocopherols to the oil stability could be of minor im-
portance than that observed in other vegetable oils. The concentration
of total tocopherols in vegetable oils ranges from 20 to 30 mgkg ™! in
coconut and barley oil to 2390 mg kg ! in wheat germ oil (Eitenmiller
& Lee, 2004). Considering our results, Quercus oils could be considered
tocopherol-rich, similarly to palm and sunflower oils (530 and
600 mg kg ! of total tocopherols, respectively).

3.4. Phenolic compounds content and identification

The TPC (Table 2) showed significant differences among the species
(p < .05) with values significantly higher in QC followed by QS and QI.
On the whole, the acorn oils from Algeria seemed to be characterized by
a higher TPC than what already reported in acorn oils from other
countries of Mediterranean basin (Al-Rousan et al., 2013). It should be
noted that, differently from Al-Rousan and co-workers, in our study the
phenolic content was calculated as the sum of the identified phenolics
by LC-PDA-MS instead of the Folin-Ciocalteu method. Considering that
colorimetric methods are not accurate method of analysis, suffering for
a lot of interfering reactions (Castro-Alves & Cordenunsi, 2015;
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Fig. 1. Example of LC-PDA-MS chromatogram at 280 nm of the methanolic extract of acorn oil. Peaks numbers correspond to those reported in Table 3.

Sanchez-Rangel, Benavides, Heredia, Cisneros-Zevallos, & Jacobo-
Velazquez, 2013), these results, although arising from a semi-quanti-
tative method, could offer a more accurate understanding about the
acorn oil characteristics and they confirm the higher phenolic amount
of Algerian acorn oils. Moreover, the phenolic content of such oils was
comparable to those of other well-recognized high-quality vegetable
oils such as extra-virgin olive oil (EVOO). In particular, QS and QC had
values similar to phenols-rich cultivars such as the Italian Coratina cv.,
which is even characterized by intense bitter and pungent notes
(Rotondi, Alfei, Magli, & Pannelli, 2010). On the other hand, QI had a
TPC more comparable to “sweet” varieties, which oils are less rich in
phenols. However, it must be highlighted that the type of phenols in
acorn oils are completely different from that present in EVOO, where
the main compounds belong to the class of secoiridoids, typical of the
botanical family of Oleaceae.

Fig. 1 shown an example of the oil methanolic extract chromato-
gram while the results of phenolic compounds identification are given
in Table 3. The obtained data showed that, apart from the amounts, the
phenolic profiles obtained for the three studied oils were quite similar,
particularly in the case of QS and QC, which were almost identical.
Twenty compounds were detected in the methanolic extract of acorn
oils through LC-MS/MS. Twelve of them were tentatively identified
using previously published data (Gracia-Villalba et al., 2017). It was
found that the most abundant compounds in Quercus oil belong to the
class of hydrolysable tannins derivatives (gallotannin or ellagitannin) in
the form of hexa-hydroxy-diphenoyl esters of glucose and galloyl glu-
cose esters (trigalloyl-glucose and pentagalloyl-glucose with [M-H] ~ of
635 and 939, respectively). Five isomeric combinations of galloyl and
hexa-hydroxy-diphenoyl esters of glucose were detected as digalloyl-
hexa-hydorxy-diphenoyl-glucose at m/z 785, trigalloyl-hexa-hydro-di-
phenoyl-glucose at m/z 937, which were the major components of the
phenolic fraction of studied oils. In some cases, a co-elution occurred as
in the case of peaks at 9.66 and 10.09 min, which exhibited molecular
ions at m/z 787 and m/z 937. Some compounds remained to be iden-
tified because they exhibited a fragmentation pattern that did not
correspond to any known substance in the literature. It was supposed
that the pseudo molecular ion at [M-H]~ 197 (peak no. 8) corre-
sponded to the syringic acid. However, it was impossible to ascertain
the identity of syringic acid because it has a very low signal intensity
with respect to the noise. In data dependent experiments this prevented
to activate the MS? and, as a consequence, we did not have its MS>
spectrum.

3.5. Pigments contents

As shown in Table 2, the Quercus oil has a low amount of total
chlorophylls, whereas the total carotenoids are definitely high. QS had
the highest content of both pigments. Overall, the small amount of
chlorophyll pigments, together with the great amount of carotenoids,
which are well known to be among the most effective inhibitors of the
photo-oxidation (acting as light filtering or sensitizer inactivators, as
well as 'O, quenchers), suggested that the oils from Quercus species
could be quite stable to oxidation, in particular during light exposition
(Choe & Min, 2006; Psomiadou & Tsimidou, 2002).

3.6. Antioxidant activity

The antioxidant activity was measured by two tests, the first using
the DPPH " radical and the second using the ABTS ™ radical and
Table 4 gives an overview of the obtained results. Significant differ-
ences were detected among species (p < .05). QC extract exhibited the
strongest scavenging capacity, followed by QS and QI, this trend is si-
milar to that already observed for TPC in Table 2. Cantos et al. (2003)
have obtained similar results by measuring the antioxidant activity of
the phenolic fraction of three Quercus varieties by these two methods.

The phenolic identification by LC-MS/MS revealed that the most
abundant compounds were hydrolysable tannins derivatives (Table 3),
showing their potential as antioxidant in this food matrix.

4. Conclusions

The present study demonstrated that the Quercus oil from Algeria,
never studied before, is a good natural antioxidant source, containing
phenolics, carotenoids and tocopherols. The phenolic profile, reported
for the first time, revealed the major presence of hydrolysable tannins
derivatives. Due to their antioxidant activity, these compounds can
contribute to maintaining the quality of this oil during storage. Besides,
the peculiar pigments ratio (from around 1:20 to 1:40, chlorophyll to
carotenoids) suggested a good resistance of Algerian acorn oils to
photo-oxidation.

Quercus oil could be proposed as a source of natural antioxidants,
and as a functional edible oil. Further investigations on fatty acids,
triacylglycerols and volatile compounds composition and oxidative
stability of these oils are currently in progress.



F.Z. Makhlouf et al.

Table 3

Identification and quantification (mg GAE kg~ oil) of single phenols in Quercus oils by LC-PDA-MS.

Amount QS Amount QC

Amount QI

MS/MS

Identified compounds*

Amax [M-H] ™

RT

No.

1.22 = 0.14
1.52 = 0.02
1.12 + 0.06
2.36 = 0.32

1.26 = 0.20
1.45 = 0.12
1.22 + 0.00
3.00 = 0.20
1.93 + 0.06
1.32 + 0.05
3.32 = 0.22
6.06 = 0.22

1.73 + 0.27

2.01

313(100), 423(76), 331(62), 271(26)

Digalloyl hexose
Castalagin

483
933
783
785
935

270
270
270
272
272
269
267

1.61
1.86
2.51
2.97
3.71
4.76
7.00
8.01
9.66

+ 0.07

631(100), 915(80), 889(35), 871(30)

0.14 = 0.00
0.26 = 0.01
0.22 = 0.02

n.d.

301(100), 481(45), 765(35), 275(25)

Di-HHDP hexoside (Pedunculagin)

301(100), 633(46), 615(25), 274(23)

Digalloyl-hexahydorxy-diphenoyl- glucose
Galloyl-bisHHDPhexoside (Casuarictin)

2.29 + 0.24
3.88 = 0.20
4.87 = 0.36
6.55 + 0.61

633(100), 917(60), 873(30)571(20), 659(20), 301(10)

387 — 207(100), 163(35), 369(19); 785 — 301(100), 483(64), 633(34), 275(16)

465(100), 483(30)

Digalloyl-hexahydorxydiphenoyl- glucose (785)

Trigalloyl-glucose

387/785

635
787

1.49 * 0.02
1.98 + 0.09

n.d.

635(100), 617(30)

Tetragalloyl-pentoside

263/361
278

21.26 + 0.60

17.52 = 0.48

393 — 317(100), 169(15), 241(5); 468 — 767(100), 392(80), 169(30); 787 — 635(100),
617(30), 465(10); 937 — 767(100), 301(80), 465(50), 785(40), 741(40), 419(20)
787 — 617(100), 635(15), 465(10), 573(5); 861 — 785(100), 937(80), 776(40),

765(20), 700(20)

Tetragalloyl-pentoside (787), Trigalloyl-

hexahydrodiphenoyl-glucose(937)

393/468/
787/937
787/861

28.13 £ 1.58 3482 = 1.74

20.83 = 0.11

Tetragalloyl-pentoside (787), Trigalloyl-

hexahydrodiphenoyl-glucose(937)

10.09 280

10

81.89 + 10.00 101.47 = 5.60 129.15 = 8.10

769(100), 917(30), 852(30), 861(29), 617(8), 465(8), 301(10)
10.75 = 0.24

Trigalloyl-hexahydrodiphenoyl-glucose

Pentagalloyl-glucose(939)

937

280
280

11.01
11.41

11
12

20.22 = 1.19

20.90 * 0.38

469 — 393(100), 769(70), 169(25), 317(10), 617(10); 939 — 769(100), 787(10),

617(10)

469/939

GAE, gallic acid equivalents; QI, Quercus ilex L.; QS, Quercussuber L.; QC, Quercuscoccifera L.; n.d., not detected; *tentatively identified using mass spectra (MS?) and Amax accordingly to Gracia-Villalba et al. (2017).
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Table 4

Antioxidant activity of the phenolic fraction (umol TE g ~* oil) of Quercus oils.
Species DPPH ABTS
QI 1.27 = 0.01°¢ 1.56 + 0.09°
Qs 2.69 * 0.05 3.23 = 0.17°
QC 3.34 + 0.02° 3.79 + 0.01°

QI, Quercus ilex L.; QS, Quercus suber L.; QC, Quercus coccifera L. Values are
expressed as mean of three replications *+ SD.

Different letters indicate significant differences at p < .05 according to one way
ANOVA followed by Tukey's HSD test.
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Aim: The current study was undertaken to determine the total phenolic and flavonoid contents
and to assess the antioxidant activity of two different extracts (flour and oil) of two Algerian
Quercus species, Quercus ilex L. and Quercus suber L. Methods and Material: The oil extraction
of the two species was achieved using the Soxhlet method. The obtained extracts were
estimated for the chemical and physical constants (acidity, peroxide value, iodine value, and
ultraviolet absorption indices). Total phenolic content was measured by spectrophotometry
according to the Folin-Ciocalteu procedure and calculated as gallic acid equivalents (GAE). The
studied extracts were alse submitted to an estimation of their flavonoid contents too, using
aluminum chloride methods. Antioxidant ability was assessed by means of two distinct
methods (DPPHe and ABTSe+). Results: The obtained results revealed that antioxidant
properties, total phenolic, and total flavonoid contents differed significantly among selected
species and extracts. The flour samples possessed the highest level of total phenolic contents
(1101-1464 mg GAE/kg dry weight) and exhibited the highest antioxidant capacities with
average values of 52.62-40.78 umol TE g~' dry weight and 36.19-44.50 umol TE g~" dry weight
for DPPH and ABTS assays, respectively. Acorn oil extracts showed also remarkable antioxidant
activity, up to 2.69 and 3.23 umol TE g™' oil (DPPH and ABTS test, respectively), even though
the total phenolic contents were low (195.64-322.06 mg GAE /kg of oil). Total phenolic
amounts were positively correlated with the antioxidant properties of Quercus flour and oil.
Conclusions: Our study provides basic information on the presence of bioactive compounds
and antioxidant capacity in acorn fruits, in order to consider their extracts as functional food
ingredients and potential source of natural antioxidants.
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1. INTRODUCTION

Oxidative stress is defined as an imbalance between the
production of reactive oxygen species (ROS) and the
antioxidant system [1-3]. The ROS are constituted of free
radicals (like OHe, O2¢—, RO2¢) and non-radical products
such as H,O, RO2H) [4,5]. While the defense system
against free radicals can be divided into two major groups:
enzymatic antioxidants’ group, including superoxide
dismutase, glutathione peroxidase, and glutathione

reductase. The non-enzymatic antioxidants that constitute
the second group consist of vitamins E and C, carotenoids,
and polyphenols [6,7].

Phenolic compounds are one of the most essential
groups, among phytochemicals possessing antioxidant
capacity [8-10]. The designation “phenolic compounds” is
generic referring to a large number of compounds (more
than 8,000) widely dispersed throughout the plant
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kingdom [8,10,11]. Phenolics are produced in plants as
secondary metabolites. Their antioxidant activity is related
to their chemical structure that provide them redox
properties. They can play a significant role in neutralizing
reactive oxygen species, quenching singlet and triplet
oxygen, or decomposing peroxides [8]. Owing to their
potential health-promoting effects, phenolic compounds
have been intensively investigated [12,13]. Indeed, they are
involved in the prevention and treatment of several
diseases linked to oxidative stress such as cancers,
atherosclerosis, diabetes, inflammation, and
neurodegenerative diseases [8,11,13,14].  Furthermore,
phenolic compounds are utilized in pharmaceutical,
cosmetic, and food industry [15,16].

Plants have played a key role in human life for as long as
they have existed. A wide variety of secondary metabolites,
endowed with potential biological activities, are
synthesized from plants. The genus Quercus includes more
than 500 species growing in temperate ecosystems [17].
Oak acorns, one of the species of Quercus genus, are of
vital importance for both humans and animals. They have
been widely used as food for many thousands of years in
many regions worldwide [18]. According to Bainbridge [19]
acorns were a staple food throughout Europe, the Mid-
East, North Africa, Asia, and North America.

Acorns are nutritional dense functional food with health
properties. Some of the health benefits are attributed to
the high level of phenolic compounds found in acorns.
These phenolic compounds provide acorn fruit with high
levels of antioxidants, which could have potential health
benefits [18,20].

The aim of the present study was to compare total phenolic
and flavonoid contents, as well as the antioxidant activity of
both flour and oil extracts of two acorn species grown in
Algeria: Quercus ilex L. (Q. ilex L) and Quercus suberL. (Q.
suberlL)).

2. MATERIAL AND METHODS

2.1Plant collection

Acorn fruits were directly gathered from two or three
individual trees from Oum El Bouaghi region (Sidi Rghis
mountain) east of Algeria. Quercus species, used in this
study, were identified by comparison with those already
published in the “lllustrated Guide to Algerian Flora” (N°
978-2-7466-4242-3). Collected seeds (acorns) were sorted
and cleared of all impurities, separated from the shell then
finely powdered using electric grinder and passed through
a 425 um sieve. The obtained powder was freeze-dried at
-50°C and put under pressure of 0.08 mbar for 24 h to
obtain a moisture content <1% to undergo extraction.
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2.2 Oil extraction

Acorn oils were extracted using Soxhlet method. Acorn
powder (10 g) was weighed into a cellulose extraction
cartridge and the Soxhlet apparatus containing the
cartridge was fitted to a distillation flask containing 100 mL
n-hexane. After 6 hours of extraction, the extract was
filtered and dehydrated with anhydrous sodium sulphate
and the solvent was evaporated under vacuum at 50°C. The
amount of oil in the fruits was expressed on a dry-weight
basis [21].

2.3 Physical and chemical constants

AOCS methods [22] were used to determine free acidity,
peroxide value, iodine value and ultraviolet absorption
indices (Kasz, Ka7o, and AK).

2.4 Extraction of phenolic compounds

The prepared samples (oils and flours) were subjected to
an extraction of their phenolic compounds. The extraction
of phenols from the Quercus oils was carried out according
to the procedure described in Squeo et al [23, 24]. To
obtain the extract, 1g of oil was dissolved in 1 mL of hexane
and 5 mL of methanol/water (70:30 v/v). The mixture was
vortexed during 10 min and centrifuging at 3941 g for 10
min at 4 °C (Beckman Coulter, Fullerton, California, USA).
The methanolic phase was recovered, centrifuged again at
8867 g for 5 min at 4°C, and finally filtered through 0.45
mm pores filters. The extracts were analyzed for
determination of total phenols and for flavonoid contents.
Polyphenol extraction from the Quercus flour was
performed as reported by Difonzo et a/ [25] with some
modifications. Approximately, 5 g of homogenized sample
was added to 50 mL of methanol/water (70:30 v/v). The
mixture was subjected for 35 min to ultrasound (CEIA,
Viciomaggio, Italy) treatment at room temperature
(energy intensity 1.96 kWh L™). The obtained extracts were
filtered through Whatman filter paper (GE Healthcare,
Milan, Italy), then filtered with nylon filters of 0.45 pm
(Sigma Aldrich) and used for chemical characterization. For
each species, two different extraction solvents were
utilized.

The extracts were analyzed both for determination of total
phenols and flavonoid contents.

2.5 Extracts characterization

Total phenols

The total phenolic content was quantified by the Folin-
Ciocalteau method using a calibration curve of gallic acid
(R?=0.9979), according to Singleton and Rossi [26] with the
modifications reported by Caponio et a/. [27]. Briefly, 100uL
of appropriately diluted extract were mixed with 100 pL of
Folin-Ciocalteu reagent. After 4 min, 800 uL of Na,COs
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solution 5% (w/v) was added to the mixture and heated in
a water bath at 40 °C during 20 min. After being cooled
down for 15 min, the absorbance of the solution was
measured at 750 nm by an Agilent Cary 60
spectrophotometer (Agilent Technologies, Santa Clara,
USA). The total phenolic content was expressed as gallic
acid mg equivalents kg™ of oil and mg 100 g™ dry matter
for the flower.

Flavonoids

Total flavonoid content was quantified wusing a
spectrophotometer according to Cosmai et al. [28]. Briefly,
500 uL of each extract was mixed with 2 mL of distilled
water and 150 pL of NaNO; solution (5 %). After 6 min,
150uL of a 10% solution of AlCl; was added and allowed to
stand further 6 min; thereafter, NaOH solution (2 mL, 1 M)
was added to the mixture. Then, distilled water was added
to bring the final volume to 5 mL. After incubation at room
temperature for 15min, the absorbance of the reaction
mixture was read at 510 nm. The results were expressed as
mg of catechin equivalent per kg of oil mg 100 g™ dry
matter for the flower by means of a catechin standard
which was made in the same conditions (R2=0.999).

2.6 Antioxidant activity

ABTS assay

The antioxidant activity was evaluated on the basis of the
scavenging capacity of the ABTS (2,2-azinobis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) diammonium salt)
compared with a reference antioxidant standard Trolox (6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) as
described in Difonzo et al. [25]. Fifty microliters of each
sample were added to 950 uL of ABTS reagent previously
prepared. After 8 min, the decrease of absorbance was
measured at 734 nm. Calibration curve of Trolox was used,
and the results were expressed in umol Trolox equivalents
(TE) g-1 of sample (oil and flour).
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DPPH assay

Extracts were analyzed for their capacity to scavenge the
stable DPPH radical (1,1-diphenyl 2-picrylhydrazyl free
radical) as a free radical using the method of Brand-
Williams et al [29] following a modification of the
procedure described by Difonzo et a/. [25]. This assay is
based on the abilities of the antioxidants present into the
extracts to scavenge the radical in comparison with that of
the standard antioxidant (Trolox). In cuvettes for
spectrophotometry, 50uL of each sample were added to
950 uL of DPPH solution (0.08 mM in ethanol). After 30 min,
in the dark, the decrease of absorbance was read at 517 nm.
The results were expressed in pmol TE g™ of sample.

2.7 Statistical analysis

All analyses were carried-out in triplicate and the
experimental data were reported as means + standard
deviation. Analysis of variance (one- way and two-way
ANOVA), Tukey's test and correlation analysis were
performed on the experimental data using XLSTAT
software.

3. RESULTS

3.1 Oil contents and quality indices

The oil contents of acorn ranged from 7.05 % for Q. /lex L.
to 7.83 % for Q. suber L. species [30]. The physical and
chemical constants, estimated in the oil extracted from the
two Quercus species, are shown on Figure 1. As revealed,
the acidity value was significantly low in the two oils and
especially in Q. /fex (0.97 g/100g). Acorn oils showed also
the lowest peroxide value which remained < 1.5 meq O;
kg™ oil. Q. /lex L. oil showed slightly higher value of PV,
while Q. suber L. was characterized by the highest acidity
values. While, no significant differences were found in
ANOVA (p < 0.05) between the two species.

140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

a a a a
0

-20 -

Acidity PV \Y K232

mQ.ilex L.
Q. suber L.

a a a a

K270 Ak

Figure 1: Physical and chemical characteristics of Quercus fruit oils.
PV, peroxide value; K232, specific extinction at 232 nm; K270, specific extinction at 270 nm; IV, iodine value.

Values are expressed as mean of three replications £ S.D.

Different letters indicate significant differences at p < 0.05 according to one-way ANOVA followed by Tukey's HSD test
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Similar to PV and acidity values, slight amounts of all
spectrophotometric parameters measured (Kz3z, K70 and
Ak) were found.

As shown on Figure 1, relatively high iodine value of the two
oil samples was observed and Q. suber L. had the highest
value.

Water furnished an extraction yield of 14.87+4.42% which
remained weaker than the mixture water/methanol (50:50),
methanol and ethanol solvents. Moreover, the evaporation
of water took more time and required more energy
consumption, which reduces its use. For that reason, some
authors advice against using water [15] for phenol
extraction, despite its safety and low price.

3.2 Phenolic content

As shown on Figure 2, total phenolic contents (TPC) are
given as gallic acid equivalents by reference to standard
curve. Total phenolic contents of Quercus fruits showed
highly significant differences (p<0.05) depending on
species and extracts. Quercus flour possessed the highest
level of total phenolic contents (1101-1464 mg GAE/kg dry
weight), while the lowest content was recorded for the
extracts obtained from Quercus oil (195.6-322.06 mg
GAE/kg oil). The highest level of TPC was observed in Q.
suberL. for the two extracts.
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3.3 Flavonoid content

The results obtained after determining flavonoids,
throughout the aluminum chloride method, are illustrated
on Figure 2. Flavonoid contents (TFC) showed significant
differences too (p < 0.05) and depend on varieties and
extracts. As can be observed on Figure 2, flavonoid
contents were ranged between 212.26 and 279.82 mg
CE/kg dry weight and 122.99 and 131.6 mg CE/kg of oil for
Quercus flour and Quercus oil, respectively. The significant
higher amount was obtained in Q. /lexL. species for the two
different extracts.

3.4 Antioxidant capacity

The antioxidant activity of different extracts was assessed
using DPPHe+ and ABTS<+ radicals, and the results are
summarized on Figure 3. The antioxidant activity's analysis
reflects a high significant variation (p<0.05) between the
two extracts. As presented on Figure 3, flour extract of Q.
flex L. species exhibited the strongest scavenging capacity
on DPPH (52.62 g TE/g dry weight). ABTS scavenging
activity is also one of the most commonly used method to
evaluate the antioxidant properties in fruits and plants. This
activity varied from 1.27 to 3.23 mg TE/g for acorn oil and
from 36.19 to 44.50 mg TE/g for acorn flour.

300 - (B)

I Q. ilex L.

Q. suber L.

b

TVC mg CE/Kg
=
o1
o

Flour Oil

Figure 2: Total phenolic content (A) and total flavonoid content (B) of Quercus fruit oil and flour

TPC, total phenolic content; TFC, total flavonoid content
Values are expressed as mean of three replications £ S.D.

Different letters indicate significant differences at p < 0.05 according to one-way ANOVA followed by Tukey’s HSD test.
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Figure 3: Antioxidant activity of the phenolic fraction (umol TE g —1) of Quercus fruit oil and flour: (A), DPPH test; (B), ABTS test

Values are expressed as mean of three replications £ S.D.

Different letters indicate significant differences at p < 0.05 according to one-way ANOVA followed by Tukey’s HSD test

4. DISCUSSION

The oil contents, obtained from Quercus species, agree
with previous findings that reported a range of 6-9% from
some acorn species [31,32]. This demonstrated that those
contents are low for commercial production as cooking or
frying oils and the acorn fruit cannot be considered as
oleaginous seed that possess 30-45% of oil [33]. However,
there is a possibility of using this kind of oil as a supplement
ingredient in products. In addition, acorn oil might be
considered similar to other plant oil sources used because
of their health benefits or their industrial and
pharmaceutical applications [32,34].

Peroxide value, free acidity, and ultraviolet absorption are
considered to be fats and oils indicators of quality and
stability [35]. The main quality characteristics used were
found within the ranges for vegetable oils of good quality
[36]. The relatively low acidity values indicate that the
Quercus oils contain a slight amount of free fatty acids.
The low peroxide value indicates an absence of oxidation,
which is confirmed by the low presence of primary (Kz32)
and secondary oxidation products (Kx7o) [37].

The iodine value is a measure of the total number of double
bonds present in fats and oils [37]. It provides an overall
status of unsaturation [38]. High iodine-value oil contains a
greater number of double bonds than low iodine-value one
[39]. Therefore, the relatively high iodine value of the two
oil samples may be indicative of the presence of many
unsaturated bonds and would certainly contain more
unsaturated fatty acids [30].

The amount of phenolic compounds constitutes an
important determination since natural phenols improve its
resistance to oxidation. These compounds have been
correlated with the shelf life of oil, in particular, regarding
to its antioxidant activities [40-42].

A comparative study has been carried out between two
different extracts (oil and flour) of Quercus fruit. As shown
previously, the total phenolic and flavonoid contents were
detected at levels significantly higher in the two species of
acorn flour. Our results showed higher TPC than that
already reported in acorn fruits from other countries of
Mediterranean basin [43,44].

On the contrary, the content of phenolic compounds was
significantly lower in acorn oil extracts, while the flavonoids
did not show any large significant differences. The low
amount of phenolic compounds in acorn oil was probably
due to the loss of part of these components during oil
extraction.

The flavonoids” amount was remarkable in acorn oils and
flour respect to other vegetable oils and seeds. For
instance, in virgin olive oils, the flavonoid content is
generally low, ranging from few mg kg™ to around 50 mg
kg™ [45-47].

In addition, noticeable differences of total phenolic and
flavonoid contents were observed among cultivars Q. /lex
L. and Q suber L. in both extracts (oil and flour). These
minor variations observed might be related to the
difference in acorn species, environmental conditions, and
oak acorn maturity.

Antioxidant activity analysis reflected as well a wide
significant variation between the two Quercus extracts.
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Quercus flour extract exhibited the strongest scavenging
capacity against DPPHe and ABTSe+ radicals. These
findings were directly related to the higher content of
Quercus flour in scavenging agents of free radicals acting
as antioxidants. Cantos et a/ [48] have obtained similar
results by measuring the antioxidant activity of the phenolic
fraction of three Quercus species by these two radicals.
The significant antioxidant activity of Quercus fruit is due to
the inductive effect of the natural antioxidants present in
the fruit such as phenolic compounds and flavonoids which
reduce and discolor free radicals (DPPHe, ABTS++) because
of their ability to yield hydrogen [49,50].

Correlation analysis was used to establish the relationship
between antioxidant activity and the different variables
measured (Table 1). A strong significant correlation
(p<0.001) was observed between scavenger activity on free
radicals (DPPHe+, ABTSe+) and total phenolic content.
Flavonoid compounds showed in turn a high correlation
(p<0.001) between their content and the antioxidant
properties.

Table 1: Linear correlation between phenolic compounds and
antioxidant activities

Pearson correlation

Variables

coefficient r
TPC cu-DPPH 0.983 rrx
TPC ou-ABTS 0.915 rrx
TPC fiour-DPPH 0.821 *k
TPC fiour-ABTS 0.756 **
TFC ou-DPPH 0.836 i
TFC ou-ABTS 0.925 Frx
TFC fiour-DPPH 0.746 *k
TFC fiour- ABTS 0.649 **
P

* p< 0.01: significant correlation; p< 0.001: high significant correlation.
TPC, total phenolic content; TFC, total flavonoids content.

5. CONCLUSION

The present study brings new insight of two Algerian acorn
species, particularly their phenolic, flavonoid contents, and
their antioxidant activity. Antioxidant properties, total
phenolic, and flavonoid contents differed significantly
within the two studied extracts. Flour extracts showed
strong antioxidant properties and high total phenolic
content. Based on the correlation analysis, a positive
relationship between antioxidant capacity and total
phenolic contents was found, indicating that those
phenolic compounds constitute the major contributors to
the antioxidant properties of these plants. Our results
showed that the Quercus fruit (oil and flour) represents an
interesting natural antioxidant source containing various
biological active compounds. Therefore, it is suggested that
the Quercus fruit could be used as a functional ingredient
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in food industry allowing an efficient protection against
oxidative deterioration, and as a valuable phytochemical
source for preventing human diseases in which free radicals
are involved, such as diabetes and cardiovascular diseases.
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Annexe 1. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux
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Annexe 2. Courbe d’étalonnage de catéchine pour le dosage des flavonoides

0.9 -
0.8 -
0.7 -

£ 06

o 05

o 0.4

<03
0.2
0.1

y = 4.0404x + 0.0125
R?=0.9999

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
Concentration mg/ml




Annexe 3. Courbe d’étalonnage des tocophérols
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Annexe 4. Courbe d’étalonnage du S-carotene
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Annexe 5. Courbe d’étalonnage de Trolox (test DPPH)
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Annexe 6. Courbe d’étalonnage de Trolox (test ABTS)
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Annexe 7. Profils chromatographiques des esters méthyliques d’acides gras des huiles de trois

especes de Quercus
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Annexe 8. Profils chromatographiques des stérols des huiles de trois especes de Quercus
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Annexe 9. Profils chromatographiques des composés volatils des huiles de trois especes de

Quercus
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Annexe 10. Chromatogrammes HPLC-UV des composés phénoliques des huiles étudiées (les

numéros correspondent aux composés sont enumérés dans le tableau 18, partie 2)
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Annexe 11.Chromatogrammes typiques des composés polaires des huiles étudiées
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Annexe 12. Fiche d'évaluation sensorielle des biscuits formulés

Descripteur

Type du biscuit

Controle

Q30

Q60

Caractéristiques visuelles et tactiles

Couleur (0: Jaune ; 9: Brun foncé)

Friabilité (0 : Tres dur, il casse tres difficilement et produit peu
de miettes ; 9 : trés friable, il se casse facilement et produit
beaucoup de miettes)

Odeur

Odeur du son (0 : absent ; 9 : trés intense)

Odeur du caramel (0 : absent ; 9 : trés intense)

Golt
Godt sucré (0 : absent ; 9 : trés intense)

Godt amer (0 : absent ; 9 : trés intense)

Texture percus lors de la mastication

Sécheresse (0 : humide ; 9 : trés sec)

Granulosité (0 : Non granuleuse, laissant des miettes de taille
fine ; 9 : laissant des miettes de taille différente)

Astringence (0 : absent ; 9 : trés intense)

Odeur anormale (0 : absente ; 9 : intense)
Godt anormal (0 : absente ; 9 : intense)

Ordre de préférence (du 1 a 3)




Résumé

Les glands de chénes (Quercus) figurent parmi les ressources végétales sous utilisées dans le
domaine agroalimentaire. Il existe peu de données dans la littérature sur le fruit de gland, ce
qui constitue un handicap pour la valorisation de ces fruits qui restent malheureusement sous-
exploitées. Les études réalisées montrent que ce fruit posséde des propriétés nutritionnelles et
fonctionnelles intéressantes. Le présent travail vise a étudier la composition biochimique et
I’aptitude technologique de deux produits de gland « huile » et « farine » afin de valoriser
cette ressource naturelle négligée.

Dans un premier temps, une étude détaillée de la composition et des propriétés
physicochimiques des huiles, extraites a partir de trois espéces de fruit de Quercus (Q. ilex, Q.
coccifera et Q. suber) a été effectuée. Le pouvoir antioxydant et la susceptibilité a I’oxydation
des huiles extraites ont été €galement évalués. Ensuite, une étude de I’aptitude technologique
des farines, issues des glands des mémes espéces, pour 1’élaboration d’un biscuit fonctionnel a
été menée.

L’¢tude des caractéristiques physicochimiques nous a permis de déterminer une similitude
entre ’huile de gland et l'huile d'olive. L’analyse des huiles par CPG a révélé une
prédominance de I’acide gras insaturé (acide oléique), et une composition stérolique
particuliére, qui differe de celles de la plupart des huiles conventionnelles comestibles.
L’analyse de la fraction volatile des huiles de Quercus, rapportée pour la premiére fois, nous a
affirmé que ces huiles se sont avérées contenir des profils en composes volatils spécifiques.
L’analyse LC/MS a permis d’identifier vingt composés phénoliques dont les plus abondants
sont des dérivés de tanins hydrolysables. Une richesse des huiles étudiées en composés
phénoliques, tocophérols et caroténoides a été obtenue, ce qui leurs confere une forte capacité
antioxydante. Celle-ci a été révélée par les deux tests ABTS et DPPH. Le suivi de l'état
d’oxydation des huiles de Quercus pendant 180 jours de stockage (6 mois) a montré de

Iégeéres variations des marqueurs d’oxydation mesurés.

Les caractéristiques chimiques de la farine des trois especes étudiées de Quercus ont été
comparées. La farine de Q. coccifera L., la plus riches en antioxydants, a été utilisée pour la
préparation des biscuits a deux niveaux de substitution Q30 et Q60. Les biscuits a base de
gland ont montré une teneur significativement plus élevée en composés phénoliques, une
activité antioxydante et une stabilité a l'oxydation (TI) supérieures a celles des biscuits
témoins. Les biscuits a base de gland ont également montré des propriétés technologiques
(volume, friabilité,...) et organoleptiques (odeur, couleur, gott,..) meilleures que les biscuits
témoins.

Mots clés : Quercus, huile, farine, composition biochimique, aptitude technologique, biscuit
fonctionnel, oxydation, activité antioxydante.
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