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INTRODUCTION 

Le rancissement d'une huile est un phénomène bien connu. Il altère les aliments 
entraînant ainsi l'apparition d'odeurs et de goûts désagréables. 

De nombreux travaux sur l'huile ayant déja été effectué au laboratoire de chimie 
analytique du Professeur Alary, nous avons choisi l'huile de noix pour étudier ce 
phénomène de rancissement. 

L'altération d'une huile de noix est essentiellement due à l'oxydation des lipides 
entraînant une coupure des acides gras et la formation de composés peroxydés, 
carbonylés et acides. 

Nous avons voulu mettre en évidence les facteurs influençant la dégradation d'une 
huile et son évolution dans le temps, en évaluant : 

- l'indice de carbonyle 

- l'indice d'acide 

- l'indice de peroxyde 

- la présence d'hydrocarbures de faible poids moléculaire, comme par exemple 
l'hexane. 

Nous avons également dosé les tocophérols, présents dans l'huile de noix qui 
doivent jouer un rôle dans la protection de cette huile. 

Enfin nous avons évalué l'intérêt de rajouter ces dérivés (a et y tocophérols) dans 
l'huile, pour améliorer sa protection. 
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1. L'huile de noix 

1.1. Fabrication et production de l'huile de noix 

La fabrication d'huile de noix ( 1) est surtout réalisée dans les huileries artisanales, 
quelquefois dans les huileries industrielles qui la fabriquent pendant quelques semaines et 
consacrent ensuite leur activité à la production d'autres huiles (arachide, tournesol, colza). 

Les cerneaux sont traités de mi-décembre à fin mars. Ceux utilisés sont souvent 
des invalides (cerneaux refusés pour la vente directe) ou des brisures. 

L'huile de noix est obtenue par pression à froid de ces cerneaux qui représentent 
45 % du poids total de la noix. 

- Fabrication artisanale : 
Les cerneaux sont lentement broyés dans un moulin à huile muni d'une meule de 

pierre. La pâte obtenue est plus ou moins chauffée de 30 à 40 °C en Dauphiné et jusqu'à 
70 °C en Périgord. Cette température de chauffage déterminera le rendement mais aussi la 
saveur de l'huile. La pâte chaude est alors pressée à l'aide d'une presse hydraulique. 
L'huile est ainsi extraite. 

- Fabrication industrielle: 
Les cerneaux sont nettoyés puis pressés. Selon les entreprises un léger chauffage 

est réalisé avant le pressage. En sortie de presse, la température de l'huile est comprise 
entre 40 et 60 °C. L'huile décante alors dans des cuves, puis est filtrée au moins trois fois 
dans des filtres-presses garnis de papier buvard. 

Le conditionnement se fait dans des bouteilles en verre teinté. Il peut également se 
faire dans des bouteilles en métal revétu intérieurement d'un vernis protecteur de qualité 
en raison de la fragilité des huiles vierges de première pression à froid. 

Ces types d'emballage sont en effet les mieux adaptés à la protection des huiles, 
cette protection ayant été évaluée par mesure de la couleur de l'huile, de son l'indice de 
peroxyde et par des test sensoreils (34 ). 
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Le rendement moyen est de 50 litres pour 1 OO kilogrammes de cerneaux. Le 
résidu obtenu au fond du pressoir ou tourteau est utilisé pour l'alimentation du bétail. Il 
est riche en protéines et sels minéraux. 

1.2. Composition 

Le tableau I présente la composition d'une huile de noix (9) : 

• Les constituants minéraux : sodium, magnésium, calcium, phosphore, fer, 
cuivre et zinc sont présents à l'état de traces dans l'huile de noix. 

• L'huile de noix est un aliment remarquable par sa riche teneur en lipide et, en 
particulier en acides gras polyinsaturés totaux et en acides gras monoinsaturés totaux. 

Elle renferme cinq acides gras principaux, qui représentent plus de 99 % des 
acides gras totaux. Il s'agit de trois acides gras insaturés : l'acide oléique (C 18: 1 ), l'acide 
linoléique (C18:2) et l'acide linolénique (C18:3) et, de deux acides gras saturés : les 
acides palmitique (C16:0) et stéarique (Cl8:0). 

Sa richesse en acides gras polyinsaturés rend une huile sensible à l'oxydation, 
avec des risques de formation de radicaux libres, de peroxydation et de rancissement. 
Pour empêcher cette dégradation des matières grasses, il importe d'éviter l'action des 
inducteurs d'oxydation (lumière, oxygène, chaleur, catalyseurs métalliques) (2). 

• Pour arrêter l'oxydation des huiles dès son premier stade (formation de radicaux 
libres) la présence d'antioxydants qui piègent les radicaux libres est favorable. Or l'huile 
de noix renferme des quantités notables de tocophérols qui sont des antioxydants naturels 
et peuvent donc protéger l'huile. C'est le y-tocophérol qui est l'isomère prépondérant 

(499,2 mg/kg), or c'est l'isomère le plus antioxydant. 

Compte-tenu de sa composition, l'huile de noix est un produit alimentaire qui peut 
avoir des effets bénéfiques sur la santé des consommateurs. 
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Tableau 1: Composition de l'huile de noix 

Constituants 

Densité 
Energie 

Eau 
Matières sèches 
Protéines 
Lipides totaux 
Glucides disponibles 

Moyenne 

0,9 
en kcal/kg 8990,0 
en Kj/kg 36960,0 
en g/kg traces 
en g/kg 999,0 
en g/kg traces 
en g/kg 999,0 
en g/kg 0,0 

______________ MINERAUX en mg/k_g, __________ _ 
Sodium 
Magnésium 
Phosphore 
Calcium 
Fer 
Cuivre 
Zinc 

Ac. saturés totaux 
Ac. gras monoinsaturés totaux 
Ac. gras polyinsaturés totaux 

Ac. Myristique (C 14:0) 
Ac. Palmitique (C 16:0) 
Ac. Palmitoléique (C 16:1) 
Ac. Stéarique (C 18:0) 
Ac. Oléique (C 18:1) 
Ac. Linoléique (C 18:2) 
Ac. Linolénique (C 18:3) 
Ac. Arachidique (C 20:0) 
Ac. Eicosénoïque (C 20: 1) 
Ac. Béhénique (C 22:0) 

Stérols totaux 

Cholestérol 
Bêta-Sitostérol 
Campestérol 
Stigmastérol 
Brassicastérol 
D7-Stigmasténol 
D5-Avenasténol 
D7-A venas ténol 
Ergostérol 
Fucostérol 
Isofucostérol 
DS-Campesténol 

Tocophérols totaux 

Alpha-Tocophérol 
Bêta-Tocophérol 
Gamma-Tocophérol 
Delta-Tocophérol 

traces 
traces 
traces 
traces 
traces 
traces 
traces 

ACIDES GRA.S 
en g/kg en% d'acides gras totaux 
92,7 9,7 
170,5 17,9 
689,5 72,2 

0,1 traces 
69,7 7,3 
1,4 0,2 
21,0 2,2 
167,1 17,5 
567,3 59,4 
122,3 12,8 
1,0 0,1 
1,9 0,2 
1,0 0,1 
STEROLS 
en g/kg en% de stérols totaux 
2,2 

traces 0,2 
1,9 84,5 
0,1 5,5 
traces 1,0 
traces 0,2 
traces 1,0 
0,1 5,4 
traces 0,3 
traces 0,1 
traces 0,9 
traces 1,0 
traces 0,1 
TOCOPHEROL.S 
en mg/kg 
565,0 

en % de tocophérols totaux 

55,7 
4,8 
499,2 
5,4 

4 
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1.3. Intérêt nutritionnel 

La noix est composée d'un certain nombre de constituants pouvant jouer un rôle 
dans la prévention des cancers et des maladies cardio-vasculaires. 

En effet les résultats d'une enquête épidémiologique menée dans la région 
grenobloise (21) ont montré u:rlê aug_mentation du cholestérol HDL et des apoprotéines 
Al avec une consommation régulière de noix apportées sous forme d'huile ou de 
cemaux. 

Des études sur le rat et le lapin ont mis en évidence les effets biologiques de la 
noix et de son huile (29) (31) (33) (34). Elles permettent de conclure que l'huile de noix à 
la propriété d'abaisser le taux de cholestérol circulant, de favoriser son excrétion biliaire et 
de diminuer la réactivité des plaquettes. L'huile peut combattre le risque d'athérome et de 
thrombose, donc éviter les maladies cardiovasculaires. Ces propriétés sont dues à la 
nature des acides gras mais également à la teneur importante de l'huile de noix en 
tocophérols présentant une action antioxydante. 

L'huile de noix renferme cinq acides gras principaux(§ 1.2) dont trois acides gras 
insaturés. Or il est bien connu actuellement (2) que la consommation d'acides gras 
insaturés et encore mieux, d'acides polyinsaturés, considérés comme acides gras 
essentiels, est bénéfique dans le cadre de la prévention des maladies cardiovasculaires. 

En effet ces acides gras sont hypocholestérolémiants, ils augmentent la fraction 
HDL-cholestérol qui est la forme d'élimination du cholestérol, encore appelée "bon 
cholestérol". Ils ont également des propriétés anti-aggrégantes vis à vis des plaquettes 
sanguines, donc empêchent la formation de caillots, pouvant entraîner thromboses et 
embolies. 
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II. Phénomène de rancissement 

Le rancissement est un phénomène provoquant l'altération des aliments qui 
contiennent des matières grasses et est caractérisé par l'apparition de goût et d'odeur 
désagréables. Les huiles telle que l'huile de noix, contiennent une grande quantité de 
lipides insaturés, elles sont donc fortement concernées par ce phénomène. Le 
rancissement peut être d'origine enzymatique ou chimique (19). 

11.1. Mécanisme du rancissement 

L'altération des matières grasses, est provoquée 
-par hydrolyse de lipides, libérant ainsi des acides gras à odeur désagréable 
-par oxydation des acides gras insaturés avec formation de peroxydes, 

d'hydroperoxydes, puis d'acides et de composés carbonylés entraînant ainsi un goût de 
rance (11). 

Il peut être noté qu'à cette augmentation d'hydroperoxydes, est associée une nette 
dégradation des tocophérols (rôle antioxydant) (32). 

Ce mécanisme de rancissement (figure 1) s'effectue en trois phases: la phase 
d'induction, la phase de propagation et la phase d'arrêt. 

• Du point de vue de la cinétique, la réaction d'auto-oxydation est caractérisée par 
l'existence d'une période d'induction au début de la réaction, au cours de laquelle la 
vitesse est pratiquement négligeable. La vitesse de la réaction croît ensuite rapidement 
puis se stabilise. 

Ces faits s'accordent avec le mécanisme d'une réaction radicalaire en chaîne. 

a. Phase d'induction 

Si l'on représente le composé auto-oxydable par la formule R-H, la réaction de 
départ de la chaîne (appelée aussi réaction initiatrice) consiste en la scission homolytique 
de la liaison R-H avec formation de deux fragments (radicaux libres) comportant chacun 
un électron non couplé : 

R-H~R· + H• 
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Figure 1 : Cycle de l'oxydation (11) 
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b . Phase de propagation 
Dans un second temps, il y a propagation de la chaîne par suite des réactions 

suivantes: 
Action de l'oxygène sur le radical R• avec formation d'un radical peroxyde: 

R. + 02 ~ R-oo· 

puis réaction de ce nouveau radical avec une molécule du composé auto-oxydable R-H: 
R-oo· + R-H ~ ROOH + R. 

Il se forme un peroxyde et il y a régénération du radical libre R • qui peut à son tour 
amorcer une nouvelle chaîne et ainsi de suite. 

c. Phase d'arrêt 
La chaîne peut être interrompue par l'une des réactions de rupture suivantes : 
- combinaison de deux radicaux R • : 

R• + R• ~ R-R 

- combinaison de deux radicaux peroxydes avec libération d'oxygène: 
R-oo· + R-oo· ~ R-OO-R + 02 

- combinaison d'un radical R• et d'un radical peroxyde: 
R-oo· + R. ~ R-00-R 

Certains peroxydes sont peu stables et se décomposent spontanément en produits 
oxygénés. Au cours de cette transformation, il y a création de radicaux libres qui 
provoquent l'amorçage de nouvelles chaînes de réactions et accroissent ainsi la vitesse de 
l' autoxydation. 

La figure 2, ( 17) montre, pour exemple l'attaque oxydative au niveau de la chaîne 
linoléique du triglycéride. La première étape conduit à la formation du 
13-hydroperoxyde-9-cis-11-trans octadiène au niveau du premier carbone porteur de la 
double liaison n-6. Le radical alcoxyle qui en résulte subit une transformation en se 
rompant en a ou en ~ de la double liaison pour donner 

- un fragment volatil, dans cet exemple, l'hexanal qui est un des 
constituants responsables de ce qu'il est convenu d'appeler le rancissement chimique 

- un radical pouvant, par exemple, évoluer vers une forme aldéhydique à 
douze atomes de carbone qui présente la particularité de rester liée au triglycéride qui voit 
son poids moléculaire diminuer de façon très nette. 
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Figure 2 : Formation et transformation des hydroperoxydes ( 17) 
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11.2. Facteurs initiateurs du phénomène de rancissement 

Ce phénomène de rancissement peut s'effectuer sous l'influence de divers facteurs 
initiateurs tels que l'oxygène, la lumière, la température, les métaux ( 17) ainsi que des 
enzymes. Les graisses sous l'influence de ces facteurs développeront une scission 
homolytique de la liaison R-H. 
Ces catalyseurs d'oxydation sont : 

- L'oxygène qui amorce le phénomène d'oxydation. Il est présent soit sous forme 
dissoute dans la matière grasse, soit emprisonné dans l'espace situé au dessus de l'huile 
lorsque le récipient est partiellement rempli. 

- La lumière et plus précisément le rayonnement ultrat-violet de courte longueur 
d'onde, qui favorise le phénomène d'oxydation. L'absorption d'énergie lumineuse facilite 
la rupture de la liaison R-H. La lumière (hv) est un initiateur de réaction radicalaire. 

- Les traces métalliques (fer cobalt, cuivre manganèse, plomb) et la température 
sont des catalyseurs d'oxydation. 

En tenant compte de ces divers paramètres essentiels, ainsi que de la présence 
d'antioxydants naturels tels que les tocophérols (§ IIl.6), nous allons évaluer la variation 
de la qualité d'une huile de noix au cours de sa conservation. 

III. Mise en évidence de l'évolution d'une huile de 
noix en fonction des conditions de stockage 

L'évolution de la dégradation des acides gras (18) peut être évaluer à l'aide de 
divers critères chimiques représentatifs : l'indice d'acide, l'indice de peroxyde, l'indice de 
carbonyle et la présence d'hydrocarbures de faible poids moléculaire. Cette étude a été 
effectuée aux temps: t = 0, 1, 3 et 12 mois en tenant compte de différentes conditions de 
conservation. 

111.1. Echantillonnage et stockage (10) 

L'huile de noix choisie a été fournie par monsieur R. Ville, producteur (38430 
MOIRANS), et a été préparée par pression à basse température. 
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Après ouverture des bouteilles, l'huile a été répartie dans des flacons en verre de 
250 ml à bouchon en plastique. Certains ont été remplis entièrement, à 100%, pour éviter 
d'emprisonner de l'oxygène dans l'espace vide supérieur et ne seront analysés qu'au bout 
d'un an. D'autres n'ont été remplis qu'à 75% pour simuler une utilisation domestique. 
Les deux catégories sont ensuite conservées dans les conditions décrites dans le 

tableau II. 

Tableau II : 
Echantillonnage et stockage : 

Conditions de stockage 

Exposition à la lumière: 

Température 
25°C 

A l'obscurité : 

Température 
4°C 

30°C 

40°C 

25°C 

Humidité relative 
60% 

Humidité relative 
60% 

60% 

75% 

60% 

Nombre de flacons 

2 flacons remplis à 75% 
1 flacon rempli à 100% 

2 flacons remplis à 75% 
1 flacon rempli à 100% 

2 flacons remplis à 75% 
1 flacon rempli à 100% 

2 flacons remplis à 75% 
1 flacon rempli à 100% 

2 flacons remplis à 75% 
1 flacon rempli à 100% 

Remarque: Les trois paramètres à déterminer (dosage des peroxydes, indices 
d'acide et de carbonyle) sur chacun des échantillons ne pouvant techniquement pas être 
réalisés en une seule journée, les échantillons sont placés à 4 °C pendant le temps de cette 
détermination afin que les résultats obtenus traduisent au mieux ceux des différents temps 
fixés. 

11 



111.2. Détermination de l'indice d'acide: 

111.2.1. Différentes méthodes de dosage: 

La littérature mentionne plusieurs méthodes pour la détermination de l'indice 
d'acide (37) : 

- Une méthode titrimétrique qui consiste, dans un premier temps à dissoudre à 

chaud le corps gras dans de l'éthanol préalablement neutralisé, puis dans un deuxième 
temps à titrer l'acidité libre du mélange par une solution éthanolique d'hydroxyde de 
potassium. 

- Une méthode potentiométrique: le potentiomètre utilisé est muni d'électrodes de 
verre et au calomel à plonger dans l'échantillon préalablement préparé. Une solution 
d'hydroxyde de potassium est ajoutée jusqu'au point d'équivalence. 

La méthode potentiométrique est plus particulièrement destinée aux corps gras 
bruts de couleur foncée en raison de la difficulté de détermination du point équivalent par 
la méthode titrimétrique. 

Nous avons choisi la méthode titrimétrique puisque sur l'huile de noix le virage de 
l'indicateur est bien visible (absence de coloration pouvant masquer le virage). 

111.2.2. Définition et principe de la méthode 

L'indice d'acide d'un corps gras est le nombre de milligrammes d'hydroxyde de 
potassium nécessaires pour neutraliser l'acidité libre, d'un gramme de ce corps gras. 

La prise d'essai d'huile de noix est dissoute à chaud dans de l'éthanol 
préalablement neutralisé. Le mélange est alors titré par une solution d'hydroxyde de 
sodium. 

RCOOH + NaOH .._ RCOONa + H20 

L'indicateur coloré choisi est la phénolphtaléine, qui en milieu neutre ou acide, 
sous sa forme lactonique, est incolore alors qu'en milieu alcalin (pH 8,2-10), sous sa 
forme quinonique, présente une coloration rose. 
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Phénolphtaléine sous formes lactonique et quinonique : 
0 
li 

©:c, 
0 

~c~ 
OH OH 

Forme lactonique 

~_....COONa 

~'c-@-oNa 
Il 

0 
Il 
0 

Forme quinonique 

111.2.3. Mode opératoire et expression des résultats: 

Deux types d'études ont été conduites. La première est réalisée sur les flacons 
d'huile remplis à 75 % et permet la comparaison de ces échantillons stockés à diverses 
températures (4°C, 25°C, 30°C, 40°C), puis soumis ou non à la lumière à 25°C. La 
deuxième est effectuée sur deux types de flacon dont l'un est rempli à 100 % et l'autre à 
75 %, après 12 mois de stockage et aux différentes températures. 

Une prise d'essai d'une masse voisine de 6 grammes d'huile de noix, pesée avec 
précision à 0,001 gramme près, est introduite dans une fiole conique de 250 ml. Au corps 
gras est ajouté environ 100 ml d'éthanol à 96% portés avec précaution au voisinage de 
l'ébullition afin de faciliter la dissolution. L'alcool aura été au préalable neutralisé par de 
l'hydroxyde de sodium O,lN en présence de phénolphtaléine. 
La solution ainsi obtenue est titrée par de l'hydroxyde de sodium O,lN en présence de 
phénolphtaléine jusqu'à persistance de la coloration rose pendant au moins quinze 
secondes. 

Deux déterminations ont été effectuées sur le même échantillon d'huile. 

Sachant que la masse molaire de l'hydroxyde de potassium est M= 56, l'indice 
d'acide exprimé en milligramme de KOH par gramme de produit est égal à : 

nNf x 56 
=-----

p 

Où n est le volume en ml de la solution titrante de KOH 
N est la normalité de la solution titrante 
f est le facteur de correction de la solution titrante 
P est la masse en gramme de la prise d'essai 
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Tableau III 

Evolution de l'indice d'acide* déterminé** par la méthode titrimétrique en 
fonction des conditions et de la durée du stockage : 

Conditions de stockage 

Exposition à la lumière: 

Température Humidité relative 
25°C 60% 

A l'obscurité : 

Température Humidité relative 
4°C 60% 

25°C 60% 

30°C 60% 

40°C 75% 

* L'indice d'acide est exprimé en mg de KOH/g de produit 
** Sur des flacons remplis à 75 % 

0 mois 1 mois 3 mois 12 mois 

0,87 0,98 1,03 1,27 

0,87 0,98 1,00 1,03 

0,87 0,93 1,00 1,05 

0,87 0,98 1,09 1,13 

0,87 1,00 1,24 1,30 



111.2.4. Résultats et interprétations: 

• Les indices d'acides en fonction des conditions (température, lumière) et de la 

durée du stockage obtenus sont réunis dans le tableau III. 

Ces résultats ont permis de montrer: 
-l'effet de la température: La figure 3 montre que lorsque la température 

augmente, l'indice d'acide augmente. Cette augmentation n'est cependant pas très 
importante. 

Figure 3 : Comparaison de l'huile de noix stockée à l'obscurité 
à différentes températures 
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Ainsi plus la température de stockage est élevée, plus l'acidité de l'huile est 
importante. 
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-l'effet de la lumière: La figure 4 nous montre pour une même 
température, 25 C, l'effet de la lumière sur l'acidité libre de l'huile. Il est bien mis en 
évidence une augmentation de cette acidité pour l'échantillon stocké à la lumière quelle que 
soit la période où les analyses ont été réalisées. 

Figure 4 : Comparaison de l'huile de noix stockée à la lumière et à l'obscurité 
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La lumière semble accélérer le processus de dégradation de l'huile de noix. 

-l'effet du temps: Comme nous le montrent les figures 3 et 4 quel que 
soit le mode de stockage considéré, une nette augmentation de l'acidité libre de l'huile est 
observée au cours du temps. 

Les essais réalisés sur les flacons remplis à 100% et à 75% ont pour but de 
mettre en évidence l'effet de l'oxygène sur la dégradation des acides gras de l'huile. Les 
résultats obtenus sont représentés sur la figure 5. 
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Figure 5 : Influence de l'oxygène sur le rancissement d'une huile de noix 
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Cet histogramme monu·e que quelle soit la température de stockage, la présence 
d'oxygène de l'air à la surface de l'huile (flacon rempli à 75 %) entraîne une augmentation 
de l'indice d'acide . 

111.2.5. Conclusion 

Cette étude montre l'accroissement de l'indice d'acide en fonction de la 
température ainsi que de la durée de stockage. Cette acidité est d'autant plus importante 
que l'huile a été placée à la lumière et que l'on se trouve en présence d'oxygène. 
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111.3. Détermination de l'indice de carbonyle 

111.3.1. Différentes méthodes de dosage 

La littérature mentionne plusieurs techniques pour le dosage des car bon y les : 

- Une méthode calorimétrique utilisant la 2,4-dinitrophénylhydrazine 
(DNPH) permet grâce à la formation de dinitrophénylhydrazone d'estimer la teneur en 
carbonyle dans les huiles contenant des hydroperoxydes. Ces derniers seront réduits par 
la triphénylphosphine car ils peuvent se décomposer en carbonylés, modifiant la véritable 
estimation des carbonyles (8) présents dans l'huile. 

- Une méthode titrimétrique basée sur l'utilisation du chlorhydrate 
d'hydroxylamine qui conduira à une oxime après réaction d'addition nucléophile puis 
d'élimination. L'acidité formée est alors dosée par retour (37). 

-Une méthode chromatographique, HPLC, utilisant la DNPH pour la 
détermination de composés carbonylés (28). 

111.3.2. Méthode titrimétrique 

a. Définition et principe de la méthode titrimétrique (37): 

L'indice de carbonyle est le nombre de milligrammes de groupement carbonyle par 
gramme de corps gras. 

La méthode est basée sur le fait que les groupements carbonyles réagissent sur le 
chlorhydrate d'hydroxylamine en donnant une oxime avec libération d'une molécule 
d'acide chlorhydrique : 

R........._ 
C = 0 + H2NOH, HCl 

R'/ 
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Il s'agit d'un dosage par retour: une base, KOH, est apportée en excés, afin de 
neutraliser l'acidité formée. La potasse qui n'a pas réagit est alors titrée par une solution 
d'acide chlorhydrique en présence de bleu de bromophénol (zone de virage entre pH 3,0 
et 4,6). 

Cet indicateur de pH de couleur jaune en milieu acide devient coloré en bleu en 
milieu basique. 

b. Mode opératoire : 

Dans un ballon rodé sont pesés avec précision 2 g d'huile de noix auxquels sont 
ajoutés 2 ml d'hexane et 2 ml d'éthanol absolu; cela afin de permettre un bonne 
dissolution de l'huile. 

Un volume de 25 ml, exactement mesurés, de solution alcoolique de chlorhydrate 
d'hydroxylamine à 5%, est apporté. Puis, 20 ml, exactement mesurés, de solution de 
potasse alcoolique 0,5 N sont ajoutés au mélange. Le ballon est alors adapté à un 
réfrigérant et le mélange est porté à douce ébullition pendant 3 heures. Après 
refroidissement, quelques gouttes de solution de bleu de bromophénol sont ajoutées afin 
de permettre le titrage de l'excès de potasse par de l'acide chlorhydrique 0,5 N. 

Un blanc est réalisé dans les mêmes conditions. 

Il est mentionné que les peroxydes donnent avec le chlorhydrate d'hydroxylamine 
un alcool avec libération d'azote. Il se forme alors deux molécules d'acide chlorhydrique 
aboutissant à une fausse mesure des composés carbonylés. Pour empêcher ce 
phénomène, les peroxydes de l'huile de noix doivent être détruits. Pour cela les 
échantillons sont chauffés au bain marie à 130°C sous azote pendant 20 minutes. 

Cette méthode titrimétrique a du être modifiée car dans sa zone de virage 
l'indicateur passant d'une coloration jaune-verte à une coloration bleu-verte est très 
difficilement perceptible à l'oeil nu. 

Nous avons alors essayé de mettre en évidence le point d'équivalence par une 
méthode potentiométrique. 
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111.3.3. Modification de la méthode par utilisation 
d'un potentiomètre : 

La potentiométrie est une méthode électrochimique d'analyse pour laquelle 
l'intensité du courant est fixe et le potentiel varie en fonction de la concentration en acide 
de l'échantillon. Elle fait intervenir deux électrodes et repose sur les échanges de protons 
entre l'électrode de verre et la solution qui la baigne. 

Pour suivre le titrage, les électrodes utilisées sont 
- l'éléctrode de mesure, électrode de verre au niveau de laquelle il y a 

échange de protons entre le verre hydraté et ceux de la solution. Elle doit être hydratée 
avant sa mise en service. 

- l'éléctrode de référence, électrode au calomel saturé, Hg0 /Hg2Cl2/KCl 
saturé. 

Après titrage une courbe acide-base (pH= f (Volume de solution titrante) est tracée 
à partir de laquelle le point d'équivalence est mis en évidence. 

Les essais sur l'huile de noix a donné des résultats très fluctuants. Ainsi, afin 
d'essayer de valider cette méthode, une quantité connue avec précision, de 
méthylisobutylcétone a été dosée en suivant le protocole. 

L'indice de carbonyle obtenu par calcul est de : 
278,65 mg de COI g de produit. 

Les valeurs de l'indice de carbonyle obtenues en pratique, le même jour et sur une 
même prise d'essai, nous ont donné des résultats non cohérents : 

1239,9 mg de CO lg et 1363,7 mg de CO lg de produit. 
D'un jour à l'autre, les résultats différaient encore plus : 

893,2 mg de CO lg de produit. 
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Devant la dispersion des résultats nous avons mis en cause l'éthanol qui peut 
renfermer des dérivés carbonylés, comme notamment l'éthanal. Un essai conduit sur 
l'éthanol, sans prise d'essai, a donné un résultat positif. 

Du fait de cette constatation, toutes les déterminations ultérieures d'indice de 
carbonyle faites au laboratoire ont été réalisées en utilisant de l'éthanol très pur et repurifié 
avant son emploi. Un traitement par un sel de plomb en milieu alcalin permet d'éliminer 
les dérivés carbonylés. 

Tous les réactifs ont été préparés avec cet éthanol purifié et leurs volumes ont été 
en outre mesurés avec précision. Un témoin a été d'autre part réalisé en paralléle pour 
corriger les effets des traces de dérivés carbonylés qui peuvent rester dans le solvant. 

Néanmoins, ce dosage n'est pas très reproductible. Le dosage des carbonyles de 
l'huile sera effectué dans l'avenir par une technique colorimétrique. 

111.3.4. Conclusion 

La méthode titrimétrique proprement dite ne peut être utilisée du fait de la difficulté 
de perception de la zone de virage, aussi nous avons amélioré la détermination du point 
équivalent par potentiométrie. 

Cependant, des différences importantes sont observées d'un jour à l'autre et au 
cours d'une même série d'analyse. Ces écarts pourraient être attribués à la présence de 
dérivés carbonylés dans l'éthanol. 
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111.4. Dosage des peroxydes 

Les peroxydes, premiers maillons de la chaîne oxydative des acides gras, vont être 
étudiés et dosés par différentes méthodes analytiques. 

111.4.1. Différentes méthodes de dosage: 

La littérature mentionne plusieurs techniques pour le dosage des peroxydes dans 
les graisses. 

- Une méthode titrimétrique : iodométrique qui permet la détermination de l'indice 
de peroxyde des corps gras (27) . 

- Une méthode spectrophotométrique permettant de mesurer les peroxydes dans 
les lipides alimentaires grâce à l'oxydation de fer ferreux en présence de xylénol orange: 
c'est la méthode FOX (Ferrous Oxidation Xylenol Orange) (22) (36). 

- Des méthodes électrochimiques: la coulométrie, où l'iode, formé lors de 
l'oxydation d'un iodure par les peroxydes de l'échantillon, est électrochimiquement réduit 
au niveau de l'électrode. Cette technique permet de connaître les valeurs en peroxydes 
dans les huiles comestibles et les graisses (25). 

l'ampérométrie où un réactif intermédiaire, 
l'acide ferrocène monocarboxylique est utilisé. Il s'oxyde au contact des peroxydes puis 
se réduit à l'électrode de travail donnant un signal électrique (24). 

- Une méthode chromatographique : la Chromatographie Liquide Haute 
Peiformance avec une détection par chimio-luminescence, qui permet d'identifier et doser 
les hydroperoxydes lipidiques dans les tissus et fluides biologiques (38). 

Pour nos déterminations, nous avons retenu trois méthodes : titrimétrique, 
spectrophotométrique et ampérométrique. La première correspond à la méthode officielle 
qui pourra être comparée aux deux autres. 
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111.4.2. Méthode titrimétrique: indice de peroxyde 

a. Définition et principe de la méthode (27) : 

L'indice de peroxyde d'un corps gras est défini comme le nombre de 
milliéquivalents d'oxygène actif contenu dans 1000 grammes de substance. 

La méthode est basée sur la propriété des peroxydes de pouvoir oxyder l'iodure de 
potassium en iode: 

ROOH + 2 e- + 2 H+ -,...---+- H20 + ROH 

ROOH + 2 r + 2 H+ 12 + H20 + ROH 

Un milieu acide est nécessaire afin d'être en présence du couple oxydo/réducteur 

L'iode libéré est alors titré par une solution de thiosulfate de sodium. Il s'agit d'un 
dosage par retour. 

12 + 2 e" 2 r 

2 S2o/· S40/- + 2 e· 

L'indicateur choisi est l'empois d'amidon car il a la propriété d'adsorber l'iode en 
donnant une coloration bleue et de redevenir incolore après la disparition de l'halogène. 

b. Mode opératoire: 

Dans une nacelle en verre on pèse avec précision une masse d'huile voisine de 
2 g. La quantité de prise d'essai en gramme est choisie en fonction de l'indice de 
peroxyde présumé. 

La nacelle est introduite dans un flacon de 250 ml muni d'un bouchon de verre 
puis, sont ajoutés 10 ml de dichlorométhane. L'huile est alors rapidement dissoute par 
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agitation. Après avoir ajouté 15 ml d'acide acétique cristallisable, puis 1 ml de solution 
saturée d'iodure de potassium, le flacon est assitôt bouché, puis agité pendant 1 minute. 
Ce dernier est alors abandonné pendant 5 minutes à l'abri de la lumière afin que la 
réaction ait lieu. 75 ml d'eau distillée sont alors ajoutés. 

L'iode libéré est alors titré, en présence d'empois d'amidon, par une solution de 
thiosulfate de sodium 0,01 N. 

Deux déterminations ont été effectuées sur le même échantillon d'huile. 

c. Expression des résultats: 

L'indice de peroxyde peut être exprimé de deux façons: 
- en microgramme d'oxygène actif par gramme de produit: 

= 
nNf x 8 x 103 

p 

- en milli-équivalent d'oxygène actif pour 1000 grammes de 
produit: 

nNf x 1000 = p 

où n est la quantité de thiosulfate de sodium en ml 
N est la normalité de la solution de thiosulfate de sodium 
f est le facteur de correction de la solution titrante 
P est la masse en gramme de la prise d'essai 

Nous avons choisi d'exprimer l'indice de peroxyde en mEq d'02/1000 g de produit. 

d. Résultats et interprétation: 

L'évolution de l'indice de peroxyde, déterminée par méthode titrimétrique, a été 
évaluée en fonction des conditions et de la durée du stockage. Les résultats sont réunis 
dans le tableau IV. 
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Ces résultats ont permis de montrer: 

-l'effet de la température: La figure 6 montre que lorsque la température 
augmente, l'indice de peroxyde augmente. Cette augmentation est d'autant plus 
importante vers les hautes températures. 

Figure 6 : Comparaison de l'huile de noix stockée à l'obscurité 
à différentes températures 
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Tableau IV 

Evolution de l'indice de peroxyde* déterminé** par la méthode titrimétrique en 
fonction des conditions et de la durée du stockage : 

Conditions de stockage 0 mois 

Exposition à la lumière: 

Température Humidité relative 
25°C 60% 1,7 

A l'obscurité: 

Température Humidité relative 
4°C 60% 1,7 

25°C 60% 1,7 

30°C 60% 1,7 

40°C 75% 1,7 

* L'indice de peroxyde s'exprime en mEq d'02/1000 g de produit. 
** Sur des flacons remplis à 75 % 

1 mois 3 mois 12 mois 

20 15 39,5 

2,3 3,8 20 

2,5 6,8 25 

3,4 7,6 60,3 

23,1 55,8 74,2 



-l'effet de la lumière: La figure 7 nous montre pour une même 

température, 25 °C, l'effet de la lumière sur l'augmentation du taux de peroxyde. 

Il est mis en évidence une augmentation du taux de peroxyde bien plus importante 

pour l'échantillon stocké à la lumière que pour celui stockée à l'obscurité. 

Figure 7 : Comparaison de l'huile de noix stockée à la lumière et à l'obscurité 
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Il faut cependant noter que pour l'échantillon stocké à la lumière , le dosage 

effectué après 3 mois de stockage donne un résultat inférieur au dosage effectué après 
1 mois . 

Cette baisse entre 1 mois et 3 mois pourrait s'expliquer par la différence de volume 

d'oxygène présent dans le flacon de l'échantillon. En effet, lors du dosage au bout d'l 

mois la faible quantité d'huile présente au fond du flacon a été en contact avec un plus 

grand volume d'oxygène, puisque que pour Je dosage effectué au bout de 3 mois , le 

flacon utilisé été rempli à 75% . 

Il est également possible que les peroxydes formés dans un premier temps 

poursuivent leur dégradation en acide, aldéhyde ou cétone. 

-l'effet du temps: Les figures 6 et 7 montrent que, quel que soit le 

mode de stockage considéré, une nette augmentation du taux de peroxyde est observée au 

cours du temps. 
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111.4.3. Méthode spectrophotométrique FOX (14) (15) 

a. Principe de la méthode: 

La méthode est basée sur la propriété des peroxydes d'oxyder le fer ferreux en fer 
ferrique, en milieu acide. Le xylénol orange, sel de sodium de 
l 'O-crésolsulfonephtaléine-3 ',3 "-bis (méthyliminodiacétique ), est utilisé comme 
indicateur de présence des ions ferriques avec lesquels il forme un complexe orangé 
absorbant dans le visible à 560 nm. 

Le fer ferreux est apporté sous forme de sulfate de fer (II) et d'ammonium, 
(Nff4)2S04, Fe(S04), 6H20, et le milieu acide par de l'acide sulfurique. 

Du butylhydroxytoluène (BHT), antioxydant liposoluble, est ajouté au réactif afin 
d'empêcher une peroxydation des lipides pendant l'essai même. 

b. Mode opératoire: 

Les échantillons ont été préparés en dissolvant environ 1 OO mg d'huile de noix 
pesés avec précision dans 10 ml de propan-1-ol afin d'avoir une meilleure miscibilité 
entre la prise d'essai et le réactif, l'huile n'étant pas soluble dans le méthanol du réactif. 

Le réactif, appelé FOX (Ferrous Oxidation Xylenol orange), a été préparé par 
dissolution du xylénol orange et du sulfate ferreux ammoniacal dans l'acide sulfurique 
(250 mM) afin d'obtenir des concentrations respectives de 1 et de 2,5 mM. Un volume de 
cette solution concentrée est ajouté à 9 volumes d'une solution méthanolique contenant 
4,4 mM de BHT. De cette manière, le réactif a une concentration finale de : 

- 250 µM de sulfate ferreux et d'ammonium 
- 100 µM de xylénol orange 
- 25 mM d'acide sulfurique 
-4mMdeBHT 

dans le mélange méthanol/ propanol (90: 10) (v/v). 

Un volume exactement mesuré de 9 ml du réactif FOX est ajouté à une prise 
d'essai exacte de 2 ml de solution propanolique d'huile dans des tubes en polycarbonate 
de 25 ml. L'ensemble est mélangé au vortex puis incubé pendant 30 minutes dans une 
étuve à 25°C. 
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Le tube est centrifugé à 12000 g pendant 5 minutes afin d'éliminer les micelles. Le 
surnageant est alors prélevé avec précaution, puis son absorbance est mesurée à 560 nm. 

Avant chaque série de dosage, une courbe d'étalonnage a été réalisée afin de 
connaître la correspondance entre l'absorbance et la quantité de peroxyde détectée dans 
l'échantillon. 

Pour cela nous avons avons utilisé une solution mère de peroxyde d'hydrogène à 
30% que nous avons diluée à l'aide d'eau distillée jusqu'à obtenir une solution de 
176,4 µmol/l de peroxyde d'hydrogène à partir de laquelle la gamme d'étalonnage 
suivante à été établie (Tableau V). 

Tableau V : Gamme d'étalonnage 

H202 (µl) 10 20 40 60 80 100 
Eau distillée (µl) 90 80 60 40 20 0 
Réactif FOX (µl) 900 900 900 900 900 900 

Concentration 2 4 8 12 16 20 
en H202 (µmol/l) 

Remarque: Les concentrations en H202 du tableau correspondent à des valeurs 
obtenues directement par calcul, en considérant le titre de la solution mère égal à 
exactement 30%. 

En pratique, la solution mère a été étalonnée par manganimétrie afin de connaître 
avec précision sa concentration et d'avoir la meilleure corrélation possible entre 
l'absorbance et la concentration en peroxyde. 

Un courbe d'étalonnage a été tracée avant chaque série de dosages (1 mois, 
3 mois). 

c. Expression des résultats: 

A partir de la courbe d'étalonnage et grâce aux absorbances obtenues à 560 nm, 
les résultats sont directement obtenus en µmol/l. Cependant il est plus intéressant 

d'étudier les résultats en mEq d'oxygène pour 1000 grammes de produit afin de permettre 
une comparaison aisée de la méthode spectrophotométrique FOX avec la méthode 
titrimétrique réalisée précédemment ce qui a été fait en tenant compte de la densité de 
l'huile et des dilutions. 
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d. Résultats et interprétation: 

L'évolution du taux de peroxyde, déterminé par la méthode spectrophotométrique, 
est présentée dans le tableau VI. 

Les résultats ont permis de montrer : 

-l'effet de la température: La figure 8 montre que lorsque la température 
augmente, le taux de peroxyde augmente. Cette augmentation est d'autant plus importante 
que les températures sont hautes. Ceci rejoint les résultats obtenus par la méthode 
précédente. 

Figure 8 : Comparaison de l'huile de noix stockée à l'obscurité 
à différentes températures 
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Tableau VI 

Evolution du taux de peroxyde*déterminé** par la méthode 
spectrophotométrique en fonction des conditions et de la durée du stockage: 

Conditions de stockage 

Exposition à la lumière: 

Température Humidité relative 
25°C. 60% 

A l'obscurité : 

Température Humidité relative 
4°C 60% 

25°C 60% 

30°C 60% 

40°C 75% 

* Exprimé en mEq d'02/1000 g de produit 
** Sur des flacons remplis à 75 % 

1 mois 3 mois 12 mois 

7,9 9,0 12,3 

1,4 2,0 9,7 

2,3 3,4 10,5 

2,5 5,0 17,3 

8,3 12,1 20,0 



-l'effet de la lurnière: La figure 9 nous montre pour une même 
température, 25°C, l'effet de la lumière sur l'augmentation du taux de peroxyde. 

Il est bien mis en évidence une augmentation du taux de peroxyde pour 
l'échantillon stocké à la lumière. 

Figure 9 · Comparaison de l'huile de noix stockée à la lumière et à l'obscurité 
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l'effet du temps : D'après les graphes 8 et 9, quel que soit le mode de 
stockage considéré, une nette augmentation du taux de peroxyde est observée au cours du 
temps. 

32 



111.4.4. Méthode ampérométrique 

Ce travail concerne la détection au cours du temps des peroxydes formés au cours 
du phénomène d'oxydation des acides gras. En vue de cette détection, une technique de 
dosage par ampérométrie a été choisie (24) du fait de sa grande sensibilité. En effet la 
limite de détection est de 20 nM pour l'acide linoléique peroxydé et de 25 nM pour l'acide 
linolénique peroxydé. 

111.4.4.1. Matériel 

Lors de cette étude, nous avons utilisé un polarographe impulsionnel (de type 
PRG5 provenant de chez Tacussel France), tenant lieu d'ampéromètre tout au long de nos 
essais. 

L'appareillage comporte une cellule (ou cuve) en verre teinté munie d'un couvercle 
s'adaptant hermétiquement et possédant cinq rodages. 

Cette cellule à double paroi est thermostatée par un ultra thermostat (de type RTP 
Pol de chez Tacussel) pour obtenir une température de 25 °C avec une précision de 
±0, 1 °C, durant toute la durée des essais. Cette précision est nécessitée par le fait que le 
courant de diffusion ne doit être perturbé ni par convection ni par agitation thermique. Le 
couvercle, en verre teinté afin de protéger la solution à étudier de la photodécomposition, 
comporte cinq rodages sur lesquels se fixent trois électrodes, un thermomètre de 
précision, ainsi qu'un système de dégazage de la solution qui pourra, si nécessaire, 
permettre un barbottage d'azote par exemple. La solution à étudier (10 ml) est introduite 
dans la cellule. 

Les trois électrodes utilisées dans le montage sont les suivantes : 

a. une électrode de référence (ER) au calomel saturé, E.C.S. : 

Hg0 /Hg2CJi/KCl saturé, munie d'une allonge de protection s'adaptant au couvercle de la 
cellule par l'intermédiaire d'un rodage. Cette électrode impolarisable n'étant pas 
parcourue par le courant, aura un potentiel fixe dans le temps. 
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b. une électrode de travail (ET) c'est une électrode solide tournante de type 
EDI de chez Tacussel. 

Elle sera utilisée dans nos essais, soit en position tournante (2500 tours/minute) 
soit en position stationnaire. 

L'embout interchangeable qui la constitue est en carbone vitreux pyrolytique 
japonais (3 mm de diamètre). Il devra obligatoirement être poli entre chaque essai afin 
d'enlever le dépôt qui se forme au cours de la réaction électrochimique. En effet, au 
niveau de l'électrode de travail, le complexe ferrique ([Fe] cp+) préalablement formé 
(§ ill.4.4.2) sera réduit en complexe ferreux qui se déposera sur le carbone vitreux. Pour 
avoir des résultats reproductibles, le carbone vitreux devra posséder le même état de 
surface pour chaque essai. 

Pour polir cet embout d'une façon reproductible une pâte à polir humectée à l'aide 
d'éthanol à 96% est utilisée. Cette pâte est déposée sur une feutrine fixée sur une plaque 
de verre parfaitement plane. Le polissage est alors soigneusement effectué par rotation 
manuel de l'embout. 

Téflon --~li' 
} 

EMBOUT DE L'ELECTRODE 
DE TRAVAIL 

Carbone vitreux 

--------- -< Plaque en verre 

/ 
~@ y' Feutrine 
~ / Pâte à polir humectée 

à l'aide d'éthanol à 96% 
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Après cette étape, une sonication de l'embout est nécessaire, afin d'éliminer la pâte 
à polir qui reste incrustée dans les pores du carbone vitreux. La sonication est réalisée 
dans trois solvants successifs, eau distillée, acétone, puis à nouveau eau distillée, placés 
dans trois béchers qui sont installés dans la cuve à ultra-sons. Les deux premiers solvants 
servent à éliminer la poudre à polir, le dernier bécher contenant de l'eau distillée est utilisé 
pour le rinçage final. 

CUVE A ULTRA-SON 

Eau distillée Acétone Eau distillée 

c. une électrode auxiliaire (EA) 
Le passage du courant dans le circuit est assuré par l'intermédiaire d'une troisième 

électrode, appelée contre électrode ou électrode auxiliaire. Elle est constituée d'un fil de 
platine de faible diamètre. Le courant circule entre ET et EA (6)· 
L'électrode de référence (ER) est positionnée le plus près possible de ET. 
EA doit être diamétralement opposée à ER afin de ne pas être placée dans le champ 

électrique existant entre ET et ER. 
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111.4.4.2. Méthode 

Les peroxydes lipidiques peuvent réagir directement, sans catalyseur, avec l'acide 
ferrocène monocarboxylique. Cet acide va être utilisé comme réactif intermédiaire au 
cours de nos essais. 

~COOH 

@> [Fe] cp 

Acide ferrocène monocarboxylique 

Dans cette étude, le dosage des peroxydes lipidiques est basé sur la mesure du 
courant cathodique due à la réduction électrochimique de l'acide ferricène 
monocarboxylique dont l'atome de fer a été oxydé à l'état ferrique. En effet, le complexe 
ferrique [Fe] cp+ est produit lors de l'oxydation du ferrocène par les peroxydes. 

L'ampérométrie, technique électrochimique, est choisie pour la détection des 
peroxydes. Elle est basée sur l'étude de la relation f (E, i, c) = 0 pour laquelle à un 
potentiel E fixe, l'intensité du courant i mesurée sera représentative de la concentration du 
composé réduit à l'électrode de travail. 

Deux réactions successives vont avoir lieu. Dans un premier temps, une réaction 
chimique entre le ferrocène et les peroxydes. Dans un deuxième temps, une réaction 
électrochimique de réduction du complexe ferricène monocarboxylique. 

a. Réaction chimique: oxydation du fer ferreux du ferrocène par les acides 
gras peroxydés : 

[Fe] cp + [Fe] cp + e-
(1) 

ROOH 

Grâce à leur pouvoir oxydant, les acides gras peroxydés permettent la formation 
d'un complexe ferrique [Fe] cp+. Il faut noter que le fer est apporté dans le milieu 
réactionnel par l'intermédiaire d'un complexe particulier : l'acide ferrocène 
monocarboxylique, qui est soluble dans une zone de pH très étendue. 
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b. Réaction électrochimique: dosage ampérométrique. 

Le complexe ferrique ionisé, précedemment formé, est réduit au niveau du 
carbone vitreux de l'électrode de travail. Le processus est monoélectronique et réversible. 

(2) 
+ [Fe] cp + e- [Fe] cp 

111.4.4.3. Travaux personnels 

Ces travaux personnels ont été réalisés afin de mettre au point la méthode de 
détection des peroxydes. 
Pour cela, dans un premier temps, des peroxydes d'acides gras ont été préparés à partir 
de l'acide linoléique (18: 2, n - 6) et linolénique (18: 3, n -3). 

Acide linoléique 

Acide linolénique 

~=~=~=~"'-~~COOH 

Une étude spectrophotométrique de leur comportement vis à vis du réactif (acide 
ferrocène monocarboxylique) a ensuite été réalisée en vue de les doser 
ampérométriquement. 

a. Peroxydation des acides gras : mode opératoire 
La préparation des peroxydes d'acides gras nécessite la présence de la lipoxydase, 

enzyme d'oxydation des acides gras. 
Les acides gras, soit l'acide linoléique soit l'acide linolénique (0,59 mM) en 

solution dans un mélange éthanol-tampon phosphate O,lM à pH 7,8 sont oxydés par 
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barbotage d'oxygène pendant deux heures à température ambiante, en présence de 
l'enzyme (1100 U-ml-1 ). 

A 1 OO ml de tampon pH 7 ,8, 20 ml d'éthanol à 96% sont ajoutés afin de permettre 
une solubilisation des acides gras et leur oxydation par la lipoxydase. Les acides gras 
peroxydés ainsi obtenus sont congelés dans des flacons de verre coloré, et stockés à 
-24°C. 

b. Etude spectrophotométrique 
Une étude en spectrophotométrie UV a été réalisée sur les peroxydes des acides 

linoléique et linolénique en vue de suivre leurs réactions de décomposition et de 
réduction. 

b.1. Le spectre d'absorption de chaque acide peroxydé a été 
tracé de 200 à 300 nm. Chaque échantillon a été dilué dans une solution tamponnée à un 
pH de 7,8 (tampon phosphate à 0,1 M). La cuve en quartz de référence contient le tampon 
phosphate seul. Les spectres obtenus sont tout à fait comparables à ceux de la littérature 
(24). 

A l'aide du coefficient d'extinction molaire publié par Mulchandani et al. (24), la 
concentration de chaque acide a pu être quantifiée. 

Ainsi les solutions d'acides hydroperoxydés, après décongélation, ont été diluées 
extemporanément dans du tampon phosphate (O,lM, pH 7,8) afin d'obtenir des valeurs 
d'absorbance mesurables. 

Sachant que A = elc 
avec e = 28000 M-1 cm-l 1-1 pour l'acide linoléique et pour l'acide linolénique (24). 

et 1 = 1 cm, A étant l'absorbance et c la concentration du produit : 
- pour l'acide linoléique peroxydé, l'absorbance maximale à 235 nm est de 

0,841 après une dilution au 10oème d'où une concentration de la solution mère 
décongelée de 30 µM (fig. 10). 

- pour l'acide linolénique peroxydé, l'absorbance maximale à 237 nm est 
de 0,640 après une dilution au 10ème d'où une concentration de la solution mère 
décongelée de 2,29 µM (fig. 11 ). 

Remarque: Une dégradation des solutions d'acides gras peroxydés congelées a été 
observée au cours du temps. C'est pour cela qu'avant la réalisation de nouveaux essais, le 
calcul de leurs concentrations exactes a du être réalisé. 
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Figure 10 : Spectre d'absorption dans l'UV de .l'acide linoléique 

peroxydé dans le tampon phosphate (0, 1 M, pH 7 ,8) 
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Figure 11 : Spectre d'absorption dans l'UV de l'acide linolénique 

peroxydé dans le tampon phosphate (0,1 M, pH 7,8) 
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b.2. Réaction de réduction des acides gras peroxydés: 
La réduction des peroxydes par l'acide ferrocène monocarboxylique a été suivie 

par spectrophotométrie. 
Pour le tracé (200 à 300 nm) deux cuves en quartz ont été remplies 

successivement, l'une par 1,5 ml de tampon phosphate (cuve de référence), l'autre par 
1,5 ml de la solution d'acide gras peroxydé. Dans chacune des cuves des volumes 
croissants d'une solution d'acide ferrocène monocarboxylique (5 mM) ont été rajoutés 
(compris entre 10 et 90 µl). 

Les tracés des spectres (figure 12) ont été obtenus après agitation et leur 
interprétation nous montre bien que la réaction d'oxydo-réduction a eu lieu. 

D'après le graphe suivant qui en découle (figure 13), une relation de 
proportionnalité apparaît entre la quantité de réactif introduit et la disparition de l'acide 
gras peroxydé. L'acide ferrocène monocarboxylique est donc bien capable de réduire 
quantitativement les peroxydes. 

c. Essais ampérométriques 
Lors de leurs essais ampéromètriques avec comme électrode de référence une 

électrode Ag/AgCl, Mulchandani et al. avaient fixé le potentiel à -100 mV. Cette valeur 
ayant été choisie de façon à obtenir un courant cathodique significatif le plus intense 
possible. 

Pour notre part, le montage comprenant une électrode de référence au calomel 
saturé (Hg0 /Hg2Cl2/KCI saturé), un potentiel de - 0,145 mV a été fixé tout au long de nos 
essais. Cette valeur du potentiel prend en compte la différence de potentiel qui existe entre 
les deux électrodes de référence. 

Pour cette valeur de potentiel (- 0, 145 m V), le pH des solutions est fixé à 5,5 
(à l'aide d'un tampon phosphate (0,1 M)), compte tenu du fait que dans ces conditions de 
pH et de potentiel, le courant cathodique est le plus intense d'après Mulchandini et al. 
La figure 14 montre que la réduction des acides gras par l'acide ferrocène 
monocarboxylique s'effectue sans problème à pH 5,5. 

a. La méthode électrochimique utilisée pour la détection des lipides 
peroxydés demande des solutions desoxygénées, car l'oxygène dissous pourrait subir 
une réduction à l'électrode de travail et être responsable d'un important courant de fond. 

Cependant au potentiel choisi pour nos essais, une réponse identique avait été 
observée par ces auteurs avec des échantillons desoxygénés ou non. Afin de vérification, 
nous avons comparé les courants obtenus dans les conditions suivantes : 10 ml d'une 
solution tamponnée (tampon phosphate pH 5,5) d'acide linolénique peroxydée 
(0,57 µM), renfermant l'acide ferrocène monocarboxylique (0,1 mM, pH 5,5) a été 
placée dans la cellule du polarographe. Un courant d'environ 102 nA a été mesuré sans 

41 



dégazage, et un courant d'environ 100 nA a été mesuré après desoxygénation de lw 
solution par passage d'un courant d'azote durant cinq minutes. Ces résultats montrent 
qu'à notre potentiel de travail (- 0,145 mV), l'oxygène ne pertube aucunement la mesure 
du courant. 

b. Sur cette même solution, nous avons voulu déterminer si le courant de 
diffusion enregistré était modifié lorsque l'électrode de travail était en rotation ou fixe. Les 
résultats obtenus sont les suivants : 
Essais avec l'électrode tournante (2500 tours/min.): environ 105 nA 
Essais avec l'électrode fixe : environ 100 nA 

Suite à ces différents essais nous avons constaté : 
- qu'au potentiel choisi, la présence d'oxygène ne modifie pas le courant enregistré 
- que le courant de convection apporté par la rotation de l'électrode de travail n'augmente 
pas de façon significative le courant de diffusion enregistré en régime stationnaire. 

Aussi, avons-nous travaillé par la suite sans dégazage des solutions à analyser et 
en faisant tourner l'électrode de travail. 

En vue d'établir une droite, corrélant la quantité de peroxydes en solution et le 
courant mesuré, une gamme d'étalonnage a été préparée. 
Les dilutions ci-dessous ont été réalisées pour l'acide linolénique à partir d'une solution 
mère à 2,29 µM. 10 ml de chaque solution fille ont été introduits dans la cellule 

(§ 111.4.4.1). Le tableau VII montre les valeurs des courants mesurés. 

Tableau VII : Gamme d'étalonnage 

Solution mère 
d'acide gras peroxydée 

H 5,5 (ml) 

Solution de ferrocène 0, lmM 
H 5,5 (ml) 

Tampon phosphate 0, 1 M 
H 5,5 (ml) 

Dilution réalisée 

Solution fille: 
concentration en acide gras peroxydé 

(µM) 
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5 5 

2,5 2 

2,5/10 3/10 

0,57 0,68 

4,5 5 

5 5 

0,5 0 

4,5/10 5/10 

1,03 1,14 



Figure 12 : Spectre d'absorption de l'acide linoléique peroxydé 

après réduction par l'acide ferrocène monocarboxylique 
absorbance 
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Ajout de la solution à 5 mM d'acide ferrocène monocarboxylique 
1. 10 µl; 2. 20 µl; 3. 30 µl; 4. 40 µl; 5. 60 µI; 6. 80 µ1; 7. 90 µl 
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Figure 13 : Suivi de la réaction de réduction de l'acide linoléique en UV 
par l'acide ferrocène monocarboxylique 
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Figure 14 : Spectre d'absorption dans l'UV de l'acide linoléique 

peroxydé dans le tampon phosphate (0,1 M, pH 5,5) après réduction par des 

quantité croissantes d'acide ferrocène monocarboxylique 

Longueur d'onde 200 nm 

! / 
! / 
/' 1/ . 

i"'-1 , I ! 1 
I ' , ; : 1 , ; iL 

1 //!U 

absorbance 

0,654 

300nm 

45 



Ces essais nous ont malheureusement montré une absence de proportionnalité 
entre la quantité d'acides gras peroxydés introduits et le courant mesuré. 
De ce fait, d'autres essais ont été réalisés en gardant les mêmes conditions de travail, mais 
en modifiant les solutions. Ces tentatives n'ont fait que confirmer la non reproductibilité 
de la méthode. 

2nA 

Afin de comprendre le pourquoi de ce phénomène, les réactifs seuls ont été testés : 
- 10 ml de tampon phosphate 0,1 M à pH 5,5 fait apparaître un courant d'environ 

- 10 ml de solution d'acide ferrocène monocarboxylique dans du tampon 
phosphate à pH 5,5 fait apparaître un courant d'environ 50 nA. 

La solution d'acide ferrocène monocarboxylique (non oxydé) fait apparaître un 
courant très élevé pouvant provenir de l'électrolyse d'impuretés qui, ne provenant pas du 
tampon phosphate, ne peut être dû qu'au réactif commercial, bien que celui-ci soit de 
même origine que celui utilisé dans la littérature (24). 

Une autre expérience a été réalisée afin de connaître le courant résiduel de 
l'ensemble du montage polarographique. Pour cela une solution aqueuse de KCl pure 
0,1 Ma été préparée et 10 ml ont été introduits dans la cellule. Une valeur de courant 
d'environ 60 nA a été mesurée. Le courant résiduel du montage est élevé, et de ce fait 
peut masquer les faibles variations apportées lors de la réduction du complexe. 
L'appareillage utilisé ne permet pas de compenser ce courant résiduel qui est semble-t-il 
un courant capacitif induit en partie par l'électrode solide. 

111.4.4.4. Discussion 

La publication sur laquelle nous nous sommes appuyés (24) pour réaliser nos 
travaux attire un certain nombre de remarques. 

a. Concernant l'électrode de travail : 
Les raisons du choix de l'emploi d'une électrode de travail en carbone vitreux 

n'ont pas été mentionnés. Pour ce type de détermination, il est classique d'utiliser une 
électrode à goutte de mercure, une électrode à film de mercure ou encore une électrode 
solide (barreau de graphite ou de platine). L'électrode en carbone vitreux, choisi par les 
auteurs, est une électrode de maintenance relativement simple bien qu'en pratique son 
polissage soit long et fastidieux. La réaction électrochimique monoélectronique mise en 
oeuvre (couple [Fe]cp+, [Fe] cp) doit être parfaitement réversible sur le carbone vitreux et 
le dépôt de composé réduit ne doit pas perturber la détection ampéromètrique. 
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Dans la littérature, il est indiqué que le mécanisme de réduction est 
monoélectronique et parfaitement réversible et, que la réaction électrochimique est rapide. 

L'utilisation d'une électrode à goutte de mercure serait tout à fait performante pour 
la détermination ampérométrique. En effet la goutte de mercure peut être automatiquement 
renouvelée pour chaque détermination ce qui conduit à l'obtention d'une surface 
d'électrode parfaitement reproductible. Le polissage serait alors supprimé. De plus la 
surface des gouttes de mercure sphériques qui sont classiquement générées, est souvent 
supérieure à la surface d'un disque de carbone vitreux. Le courant de diffusion enregistré 
serait alors plus intense, ce qui améliorerait la sensibilité de la méthode. 

b. Concernant le courant de fond: 
Le ferrocène utilisé est de même provenance que celui préconisé dans la 

publication (24), or la solution de ferrocène, à elle seule, a montré lors de nos essais un 
courant déja élevé. Aussi peut-on dire que le réactif commercialisé renferme des impuretés 
réductibles au potentiel de travail qui permet de détecter la réduction du couple 
[Fe] cp+/[Fe] cp. Dans la publication il n'est pas fait mention de purification préalable du 
réactif. Néanmoins les auteurs ont complété leur montage par un module "low-current 
module, PAl, BAS". Il semblerait qu'ils aient utilisé un compensateur de courant servant 
à éliminer le courant résiduel perçu lors des essais afin de pouvoir détecter des variations 
de potentiel de l'ordre du nA. 

L'élimination du courant de fond peut également être possible soit à l'aide d'un 
montage particulier à "double cellule" soit, en purifiant les réactifs par une pré-électrolyse. 

- Le montage à "double cellule" permet une lecture de la différence entre les deux 
cellules. La première cellule contiendrait le milieu réactionnel (les réactifs et la prise 
d'essai à analyser) pendant que la deuxième cellule contiendrait tous les réactifs 
renfermant les impuretés. 

- La pré-électrolyse des réactifs n'a pu être faite car le polarographe utilisé (PRG5) 
ne possède pas un potentiostat de puissance qui aurait permis la réalisation de ce type de 
manipulation. En effet pour électrolyser un volume convenable de réactif ( 100 ml) 
l'emploi d'électrode de travail de grande surface (flaque de mercure de diamètre de 10 cm 
ou grille de platine d'environ 25 cm2 minimum) est nécessaire. La résistance interne du 
montage aurait été, alors, très élevée conduisant au bout de quelques secondes à une 
saturation du potentiostat de faible puissance inclus dans le polarographe PRG5 dont 
nous disposions au laboratoire. 
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111.4.5. Discussion et conclusion 

Au cours de cette étude un suivi du rancissement de l'huile de noix en fonction de 
divers paramètres (température, lumière, temps), a pu être réalisé grâce aux dosages des 
peroxydes. Ces dosages ont été réalisés selon trois méthodes: iodimétrique, 
spectrophotométrique et ampérométrique. 

tl Les méthodes iodimétrique et spectrophotométrique ont mis en évidence 
l'accroissement du taux des peroxydes en fonction de l'augmentation de la température et 
de la lumière, ainsi que de la durée du stockage. 

Cependant les valeurs obtenues aux même intervalles de temps par ces deux 
méthodes (bien qu'allant toutes dans le sens de l'augmentation des peroxydes) ne 
coïncident pas vraiment. La détermination par titrimétrie donne des valeurs plus élevées 
que celles obtenues par la technique spectrophotométrique, comme le montre l'exemple 
suivant (figure 15) 

Figure 15 : Comparaison des méthodes titrimétrique et spectrophotométrique 
sur l'huile de noix à 25°C et à l'obscurité 
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Ces différences pourraient s'expliquer par la valeur des potentiels redox (E0
) des 

couples mis en jeu : 
E0 = 1° / 1- = 0,54 V pour la méthode titrimétrique 
E0 = Fe3+ / Fe2+ = 0,76 V pour la méthode spectrophotométrique. 

La technique spectrophotométrique, basée sur l'oxydation des sels ferreux souffre 
moins d'interférences car les oxydants dosés doivent avoir un potentiel redox supérieur à 
0,80. 

9 La méthode ampérométrique n'a pu nous fournir des résultats exploitables. 
Les différentes expérimentations réalisées montrent que nous avons bien pu préparer des 
acides gras peroxydés et que l'oxydation de l'acide ferrocène monocarboxylique par les 
acides peroxydés est bien quantitative (suivi par UV). Nous avons pu déterminer qu'un 
courant de fond trop élevé perturbe la détection ampérométrique des peroxydes. En effet, 
celui-ci empêche de mettre en évidence les faibles variations de courant (quelques nA) 
dues à la présence des peroxydes. 

Si nous avions pu résoudre le problème lié au courant résiduel à l'aide d'un 
appareillage adéquat, l'application à l'huile de noix aurait pu être envisagée. La mise au 
point de la détermination des peroxydes dans l'huile n'aurait certainement pas été facile. 
Une dissolution préalable de l'huile à l'aide d'un solvant organique relativement apolaire 
(DMF, DMSO) aurait été nécessaire. Nous aurions du ensuite trouver le bon électrolyte 
support à ajouter dans le solvant afin de rendre conducteur le milieu et de ce fait permettre 
à la réaction électrochimique de se faire. L'emploi d'un mélange solvant organique-
tampon aurait pu être également envisagé. Le solvant permettant la solubilité de l'huile et 
le tampon le bon pH pour garder un processus monoélectronique réversible et rapide pour 
le couple [Fe] cp+/[Fe] cp. 
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111.5. Recherche dans l'huile de noix des hydrocarbures de 
faibles poids moléculaires 

Pour compléter notre étude précédente nous avons évalué le rancissement d'une 
huile de noix par la mesure des fragments hydrocarbures formés au cours du cycle 
d'oxydation (4) (12) (13) (26) (35). Ces fragments correspondent aux produits 
secondaires d'oxydation et se forment par coupure de la double liaison des acides gras 
insaturés. Des hydrocarbures de faible poids moléculaire, tel que l'hexane, se forment. 
Nous allons essayer de mettre en évidence cet alcane en chromatographie en phase 
gazeuse (CPG), par la méthode de l'espace de tête. 

111.5.1. Principe de la méthode 

L'hexane, hydrocarbure de faible poids moléculaire va être étudié par la technique 
de CPG-espace de tête. 

La méthode de l'espace de tête (head-space) est une détermination indirecte de la 
concentration de produits en phase liquide. Elle permet la recherche et l'analyse des 
constituants volatils dans des solides ou des liquides tels que l'huile de noix. 

Pour obtenir la phase gazeuse à injecter, l'échantillon liquide (l'huile de noix) est 
placé dans une étuve à température et durées déterminées. Lorsque l'équilibre entre les 
phases liquides et gazeuses est établi, on prélève à l'aide d'une seringue étanche aux gaz, 
la phase gazeuse qui sera ensuite injectée dans le chromatographe afin de pouvoir séparer 
les différents substrats volatils. 

Les échantillons utilisés sont les mêmes que ceux stockés pour les autres 
techniques de dosage. Ils devraient renfermer plus ou moins d'hexane en fonction de la 
durée du stockage et donc du degré de rancissement de l'huile. 

111.5.2. Dosage par CPG 

La chromatographie en phase gazeuse, CPG, (3) est une méthode d'analyse par 
séparation qui s'applique aux composés gazeux ou susceptibles d'être vaporisés par 
chauffage sans décomposition. Elle permet ainsi l'analyse de mélanges éventuellement 
très complexes, de nature et de volatilité très diverses. 
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L'appareillage comprend : un injecteur utilisé en mode splitless, une colonne 
chromatographique introduite dans un four à température variable, un détecteur à 
ionisation de flamme. Un intégrateur donne les surfaces des pics et une imprimante 
permet la sortie du chromatogramme. 

• Le système d'injection de l'échantillon gazeux split / splitless est utilisé en 
mode splitless c'est à dire que la prise d'essai est injectée en totalité. L'échantillon gazeux 
contenu dans la seringue est injecté manuellement dans le système au travers d'un 
septum. La température de l'injecteur est portée à 220°C pour assurer la volatilité de 
l'échantillon. 

• Les phases mobile et stationnaire 
Comme toute technique chromatographique la séparation des produits injectés se 

fait par l'intervention de deux phases, une phase mobile et une phase stationnaire. Elle 
dépend des polarités de la phase stationnaire et des substances à analyser. 

• La phase mobile est représentée par un gaz dit vecteur ou porteur : 
l'hélium. C'est dans son flux que le produit à analyser est injecté et que les substances 
seront véhiculées jusqu'au détecteur à travers toute la colonne chromatographique qui 
renferme la phase stationnaire. 

Ce gaz doit être 
- inerte, à la fois vis à vis des solutés et de la phase stationnaire 
- pur, exempt d'eau, d'oxygène qui pourrait réagir avec la phase stationnaire et ne 

pas contenir d'hydrocarbures dont la présence introduirait la possibilité de pics 
"fantômes". 

- son débit est de 3 cm3/minute 
- la pression en tête de colonne est de 5 psi 

• La phase stationnaire est représentée par une colonne capillaire polaire 
DBW AX (type carbowax 20 M) de 30 m de long, 0,53 mm de diamètre interne et dont 
l'épaisseur du film est de 0,5 µm. 

La programmation de température du four est présentée figure 16. 
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Figure 16 : Programmation de température du four 
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•Le détecteur à ionisation de flamme (FID) est le plus couramment utilisé : 
les effluents de la colonne chromatographique et le gaz vecteur pénètrent dans une flamme 
d'hydrogène. Une arrivée d'air alimente la combustion. Ainsi les solutés organiques 
forment des ions qui sont collectés au moyeri de deux électrodes entre lesquelles on 
applique une différence de potentiel. Ces ions sont collectés par la cathode. Il en résulte 
un courant électrique qui est recueilli par un électromètre transformateur d'impédance qui 
le transforme en une tension pouvant être enregistrée. 

Ce détecteur ne répond pas ou pratiquement pas aux gaz permanents, même 
carbonés, ni aux composés inorganiques. Il est utilisé ici à une température de 220 °C. 

- Le débit d'hydrogène est de 20 cm3/minute 
- Le débit d'azote/oxygène est de 350 cm3/minute 

111.5.3. Préparation des échantillons 

Les échantillons, 2 ml, sont introduits dans des flacons en verre de 15 ml, 
rigoureusement identiques, fermés à l'aide de bouchons de caoutchouc puis sertis. 

Ils sont alors placés dans une étuve chauffée pendant 45 minutes. Différentes 
températures (90°C, 120°C, 150°C et 180°C) ont été choisies pour volatiliser l'hexane afin 
de déterminer la température convenant le mieux à la détection et à l'isolement de cet 
alcane. La phase gazeuse, en surface du substrat, est alors prélevée (1 ml) au travers du 
bouchon de caoutchouc à l'aide d'une seringue préalablement chauffée. Elle est alors 
immédiatement injectée au travers d'un septum dans le chromatographe. 

Plusieurs senes d'échantillons ont été préparées sans ou avec addition de 
Florisil®. Le Florisil®, silicate de magnésium activé, est un adsorbant qui retient les 
matières organiques et les composés polaires, qui ne fixera donc pas les hydrocarbures tel 
que l'hexane. 

- L'échantillon d'hexane pur est analysé en vue de déterminer les conditions de 
l'étude et ainsi son temps de rétention sur le chromatogramme. 

- L'échantillon d'hexane, additionné de 2 g de Florisil®, est analysé en vue de 
confirmer que l'hexane n'est pas retenu par le Florisil®. 

- L'échantillon d'huile pure seule permet d'obtenir un chromatogramme-type pour 
une huile donnée et pour des conditions d'analyse fixées. 

- L'échantillon d'huile est additionné de Florisil® afin d'évaluer l'action de ce 
dernier sur le chromatogramme. 
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- L'échantillon d'huile pure, 10 ml, est additionné de 0,2 cm3 d'hexane afin de 
mettre en évidence l'hexane présent dans l'huile grâce à l'augmentation de la surface du 
pic de cet hydrocarbure. 

- L'échantillon d'huile est additionné de 0,2 cm3 d'hexane et de 2 g de Florisil®. 

111.5.4. Résultats et interprétation 

•Les échantillons(§ III.5.3.) ont été portés à différentes températures pendant 45 
minutes avant d'être injectés dans l'appareil. Les chromatogrammes obtenus ont confirmé 
que plus la température de l'échantillon est élevée plus le nombre de substances 
détectables et donc volatilisées est important. 

• Quelle que soit la température de chauffage des échantillons, la comparaison des 
différents types d'échantillons, deux à deux, et pour une même température de chauffage 
a permis de montrer les points suivants : 

- pour les chromatogrammes hexane (figure 17) et hexane + Florisil® (figure 18) 
L'hydrocarbure de faible poids moléculaire, l'hexane, apparaît à un temps de rétention 
court d'environ 0,98 minute. L'apport de Florisil® ne gène ni la détection, ni l'analyse de 
l'hydrocarbure, et d'autre part il n'apporte pas d'impuretés visibles sur le 
chromatogramme. 

- pour les chromatogrammes huile ( figure 19) et huile + hexane (figure 20) 
L'hexane rajouté à l'huile est mis en évidence, mais nous avons malheureusement 

constaté que pour un même échantillon il existe trop de différences d'un essai à l'autre 
pour permettre une bonne analyse de cet hydrocarbure. L'hexane présent dans l'huile, s'il 
existe est en trop faible quantité pour pouvoir être détectable. 

- pour les chromatogrammes huile (figure 19) et huile+ Florisil® (figure 21, 22) 
ainsi que les chromatogrammes huile+ hexane (figure 20) et huile+ hexane + Florisil® 
(figure 23). 

Certaines substances volatiles sont retenues par le Florisil®. Ce dernier permet de 
simplifier le chromatogramme mais l'amélioration de la détection de l'hexane dans la zone 
de l'hydrocarbure est négligeable. 
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Figure 17 : Chromatogramme de I'hexane chauffé à 120°C 
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Figure 18 Chromatogramme de l'hexane + Florisil® 
chauffé à 120°C 

am 

30.129 

26.(13(1 

21.187 20.796 

17• 964 17. 591 

9.082 l.JI 

IHJECT 
FID B 4::·::11 i3 .. 5 CM.lM H3~-~ 

CR 

56 

VARIAt-l 34(10 GAS CHROMATOGRAPH 
METHOO 1 RUH 177 
TIME 11: 00 27 JAH 97 
SAMPLE: 
F.:LIH MODE: ANAL YS I S 
CALCULHîIOt-l TYPE: PERCENT 
USER HO: 0-€1 

PEAK PEAK TIME RESLILî 
HO. HAME MIN 

1 1.023 99.8797 
2 9.082 0.0250 
7 ·-· 17.591 0.0(151 
4 17.964 0.0094 
5 20.796 0. 0119 
6 21.187 0.0076 ., 23.435 0. 0160 ·' 8 26.030 0.01B5 
9 3(1.129 0.0264 
îOîALS: 10(1.000(1 

AREA 
COUNTS 

6582079f1 
16520 
3407 
6212 
7:3:::5 
5010 

10549 
122(18 
17461 

659(10045 
DETECTED PEAKS: 9 REJECTED PEAKS: 0 
AMOLINT SîAMDARO: 1. 0000000 
MULTIPLIER: 1. 00000(10 DIVISOR: 1. (1000000 
NOISE: 128.5 OFFSET: -13 

ERROR LOG: 
ADC O'v'ERRANGE 



Figure 19 Chromatogramme de l'huile chauffé à 120°C 
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Figure 20 Chromatogramme de l'huile+ hexane chauffé à 120°C 
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Figure 21 Chromatogramme de l'huile+ Florisil® chauffé à 120°C 
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Figure 22 Chromatogramme de l'huile+ Florisil® chauffé à 150°C 
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Figure 23 Chromatogramme de l'huile+ hexane + Florisil® 
chauffé à 120°C 
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111.5.5. Bilan et conclusion 

Cette méthode n'a pas permis de mettre en évidence la libération d'hexane au 
cours du rancissement d'une huile de noix. 

La quantité d'hexane formée au cours de ce rancissement est en trop faible quantité 
pour pouvoir être détectée par cette méthode, d'autant plus que d'autres substances 
volatiles apparaissent à des temps de rétention très proches de celui de l'hexane. 

Il serait donc intéressant de poursuivre cette étude en déterminant quelle est la 
limite de détection de l'hexane par cette méthode. 
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111.6. Dosage des tocophérols 

111.6.1. Les tocophérols 

Les tocophérols sont des antioxydants d'origine naturelle qui peuvent également 
être reproduits par synthèse. Ils sont solubles dans les graisses et dans les solvants 
apolaires (16). 

111.6.1.1. Structures 

Ce sont des molécules phénoliques dérivées du chromane, qui varient en fonction 
du nombre et de la position des substituants méthyle fixés sur le cycle benzénique 
(dérivés a, ~.y, ô). 

Leur formule sont les suivantes : 

Q-13 

CH3 CH3 a-tocophérol 

CH3 H ~-tocophérol 

H H ô-tocophérol 

H CH3 y-tocophérol 
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111.6.1.2. Activité des tocophérols 

Ces molécules sont douées de propriétés vitaminiques E, l'isomère a est le plus 
actif dans ce domaine, ainsi que de propriétés antioxydantes, l'isomère y est alors le plus 

efficace. 
Ils sont utilisés comme antioxydants dans les aliments, sous forme d'extraits 

naturels (mélange d'isomères) ou sous forme de dérivés de synthèse isolés (7). 
Leur grande solubilité dans les huiles et graisses et leur propriété d'être des 

donneurs de protons leur permet d'interrompre les réactions radicalaires se produisant 
lors de l'oxydation, donc de protéger ces matières grasses (7). 

Un ajout de tocophérols a en particulier été proposé pour ralentir le rancissement 
de l'huile de noix (5). 

111.6.1.3. Origine des tocophérols 

Les tocophérols existent dans de nombreuses substances végétales notamment 
dans la sauge et le romarin et également dans les huiles, en particulier dans l'huile de 
noix. Certains fabricants proposent d'utiliser des condiments à base d'extrait de romarin 
soit pour stabiliser les huiles et graisses, soit pour protéger les caroténoïdes de 
l'oxydation, soit encore pour inhiber les phénomènes de brunissement ou préserver la 
flaveur des aliments (23). 

111.6.1.4. Dosage des tocophérols 

Les tocophérols isolés peuvent être dosés globalement grâce à leurs propriétés 
réductrices vis-à-vis des sels ferriques (30), les ions ferreux formés étant alors dosés par 
colorimétrie après complexation par l'a,a'-dipyridyle: 

Fe 2+ 

Fe 2+ + 

Le complexe formé, coioré en rouge, permet une estimation quantitative par 
colorimétrie. 
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Pour notre part, nous n'avons pu utiliser cette méthode du fait que nous 
travaillons sur les tocophérols au sein de l'huile de noix, or cette méthode colorimétrique 
n'est pas spécifique des tocophérols. 

De plus nous voulions doser sélectivement les différents tocophérols, ce qui est 
également impossible par cette méthode. 

Nous avons donc utilisé la CLHP couplée à la spectrométrie UV (20), ce qui nous 
permet de séparer les différents tocophérols présents dans l'huile, puis de les doser. 

Les différents tocophérols n'ayant pas les mêmes propriétés, il importe cependant 
de les doser sélectivement, ce qui pourra être réalisé par chromatographie liquide haute 
performance. 

111.6.2. Les tocophérols de l'huile de noix 

Compte-tenu des propriétés antioxydantes des tocophérols, nous nous sommes 
intéressés à la présence de ces antioxydants et à l'effet favorable éventuel d'un ajout d'ex 
ou de ytocophérol dans cette huile, respectivement E 307 et E 308. 

111.6.2.1. Principe de la méthode 

Les tocophérols des échantillons témoins, mélange de tocophérols et de carotènes, 
(§ 111.6.3.) et des échantillons d'huile (avec et sans ajout de tocophérol) sont dosés par 
chromatographie liquide haute performance en phase inverse. 

Les différents échantillons sont directement injectés dans l'appareil puis séparés 
grâce à un gradient de concentration fixé par programmation. Ce gradient réalisé à l'aide 
de trois solvants (méthanol, butanol, eau) forme la phase mobile polaire. La détection de 
ces antioxydants se fait à l'aide d'un spectrophotomètre UV-visible. 

111.6.2.2. Technique chromatographique 

Pour estimer les tocophérols initialement présents nous avons décidé d'utiliser la 
chromatographie liquide haute performance, en utilisant le phénomène de partage en 
phase inverse. 
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a. L'appareillage : le chromatographe VARIAN utilisé comporte 
différentes parties : 

- Les réservoirs de solvants qui sont au nombre de trois. Il s'agit de flacons 
renfermant les phases mobiles polaires. Le pH de la phase mobile doit être inférieur à 8. 
La colonne chromatographique est composée de silice et un milieu alcalin détruirait la 
phase stationnaire en dissolvant la silice. 

- Une pompe ternaire (V ARIAN 9010) permettant de faire un gradient de solvant. 
Grâce à cet équipement il est possible de faire varier les proportions des différents 
composants de la phase mobile, donc de diminuer les temps d'analyses et d'améliorer la 
résolution des pics. 

- Un injecteur automatique comportant un plateau où peuvent être disposés 
plusieurs échantillons. Pour leur prélèvement des aiguilles sont utilisées pour percer le 
septum en plastique qui bouche les échantillons et pour aspirer un volume précis 
d'échantillon (20 µl). 

- Une colonne chromatographique Sphérisorb ODS 2 (5µm). Cette colonne 
renferme une silice greffée en Cl8, apolaire, dont le diamètre des pores est de 80 Â. 

-Un four permettant de thermostater la colonne à la température de 31°C. 

- Un détecteur UV-visible (V ARIAN 9050) à longueurs d'onde variables 
permettant de modifier la longueur d'onde de détection en cours d'analyse. 

- Un intégrateur Merck D2500, permettant de noter les temps de rétention et de 
mesurer l'aire des pics. 

b. Technique opératoire 

La phase mobile est constituée de méthanol, butanol et eau. Ces solvants sont 
filtrés sur membrane filtrante Millipore 0,45 µm et dégazés au moyen d'ultra-sons. 

Le gradient utilisé est présenté dans le tableau VIII. 
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Tableau VIII : Gradient de concentration de la phase mobile 

0 85 5 10 0,8 
5 89 5 6 1,2 
19 89 5 6 1,2 
20 89 11 0 1,0 
30 89 11 0 1,0 
31 85 5 10 0,8 

A un temps de rétention (TR) donné correspond une substance précise. La 
longueur d'onde (Â) qui varie en fonction du programme choisi, permettra la détection 
des produits étudiés. 
Ainsi au bout de 31 minutes le chromatogramme est disponible et la lecture des aires des 
pics des témoins et des échantillons peut être faite. 

Compte-tenu des temps de rétention des différentes molécules étudiées, la 
détection est réalisée dans les conditions décrites dans le tableau IX. 

ô Tocophérols 
y Tocophérols 
a Tocophérols 

a Carotène 

~Carotène 

Tableau IX : Programme de détection 

9,00 
7 292 10,45 

11,91 

27,73 
19 450 28,29 

Ainsi au bout des 7 minutes de programmation le gradient permettra de mettre en 
évidence les différents tocophérols qui seront "lus" à 292 nm de longueur d'onde. 
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IIJ.6.3. Préparation des échantillons : 

Les échantillons "témoins" ont été préparés à l'aide des tocophérols et des 
carotènes du commerce. 

- Solutions témoins 
Environ 20 mg <l'a, de y et de ô tocophérols (exactement pesés) sont dissous dans 

20 ml de méthanol. 
Environ 25 mg d'a et de~ carotènes (exactement pesés) sont dissous dans 50 ml 

d'hexane. 
La solution finale est réalisée en prenant 1 ml de chacune des solutions et en 

amenant à 1 OO ml par du méthanol. 
Cette solution renferme donc environ 1 mg de chaque tocophérol et environ 

0,5 mg de chaque carotène dans 100 ml. 

- Solutions essais 
- Huile de noix sans ajout 
- Huile de noix renfermant 40 mg d'a tocophérol (FLUKA) pour 100 ml 
- Huile de noix renfermant 40 mg de ytocophérol (ICN) pour 100 ml 
Les différentes solutions sont ensuite stockées à la chambre froide, à+ 4°C. 

Au moment de l'analyse, les huiles sont diluées à raison de 1 g dans 20 ml de mélange 
méthanol-butanol. 

- Analyse chromatographique 
Les échantillons avant d'être injectés dans le chromatographe sont filtrés sur filtre 

millipore 0,5 µm. 
Ils sont introduits dans les petits flacons de l'injecteur automatique, avec leur 

bouchon plastique. Le prélèvement de chaque échantillon (20 µl) se fera de façon 
automatique, de même que l'injection. 
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III. 6.4. Résultats 

III. 6 .4 .1. Calcul de la concentration en tocophérol dans 
l'huile de noix 

Pour la réalisation du calcul les abréviations suivantes ont été utilisées : 
- CE, Concentration (g de tocophérol / 1 d'huile) de l'échantillon essai d'huile de 
noix (normal, avec ou sans ajout de tocophérol) 
- CT, Concentration (g de tocophérol / 1 d'huile) de l'échantillon témoin préparé 
au laboratoire 
- SE, Surface de l'échantillon essai d'huile de noix (normal, avec ou sans ajout de 
tocophérol) 
- ST, Surface de l'échantillon témoin préparé 

Pour connaître les concentrations en tocophérol le calcul est basé sur l'égalité 
suivante: 

soit 

CE CT ---
SE ST 

CE = CT X SE en gll 
ST 

lors de la préparation une dilution au 20 ème dans une fiole jaugée a été effectuée : 

CE=CT XSEX20 

ST 
en g/l dans les 20 ml de préparation 

soit pour une prise d'essai de PE (g) 

et 

c E __ C T X S E X 2 0 en g11 
ST X PE 

CE=CTXSEX20X100 
ST X PE 

en mg de tocophérol 
pour lOOg d'huile de noix 
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111.6.4.2. Résultats 

Les résultats sont représentés sous forme de chromatogramme et de tableaux. 

A. Chromatogrammes 

A titre d'exemple nous présentons un chromatogramme de chaque type 
d'échantillon. 

La comparaison des chromatogrammes (figures 25, 26 et 27) avec le 
chromatogramme témoin (figure 24) nous montre l'absence d'ex carotène et de B carotène 
dans l'huile de noix analysée. 

La comparaison des chromatogrammes 26 et 27 avec le chromatogramme 25 
montre l'addition d'ex tocophérol dans le chromatogramme 26 et de y tocophérol dans le 
chromatogramme 27. 

B. Tableaux 

Ces résultats présentent les aires des pics obtenus pour les témoins et les essais. 

1) Echantillons témoins 

Nous avons fait huit essais témoins afin de pouvoir calculer les coefficients de 
variation donc de tester la fiabilité de la méthode. Seule la moyenne des témoins a été 
prise en compte pour les calculs de la concentration des essais (CE). 

a. Surface des échantillons témoins (ST) : 

test 1 
test 2 
test 3 
test 4 
test 5 
test 6 
test 7 
test 8 

Moyenne 
Ecart-type 

Coefficient de 
variation ( % ) 

10 374 12 141 9 758 
9 967 11 598 9 585 
10 412 12 219 10 128 
10 671 11 609 10 036 
10 684 11814 8 778 
9 702 11 185 9 108 

10 499 11 815 9 069 
9 953 11 828 10 219 

364,3 326,0 544,5 
3,6 2,8 5,7 
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Figure 24 Chromatogramme de l'échantillon témoin 
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4 12 2? ·t7S:3 5 .2:39 e: E= .,. -· 24 .62 42'H 2 .327 E:E: 

' 
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Î 2~: .3::: 4 l 2.;.1) 22 .3é-3 IJE: 
L 

l :;:4 4 ·~:3 1 ~j 1) . ü•) •) 
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Figure 25 Chromatogramme de l'huile de noix 

sans ajout de tocophérol 

CH. 1 C .S 5 .(113 fi TT 3 OFFS 
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1 
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S.94 
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-
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FILE: 

HO. 

2 
3 
4 
c ., 

TQTAL 

e CALC-METHOD: AREA% 

RT 
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11 .27 
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21 • 3(• 
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19 CH: 1 

TABLE: 

COHC ec 
7.801 BB 

70.572 BB 
10 .164 ea 

1 .284 BB 
10.179 BB 
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Figure 26 Chromatogramme de l'huile de n01x 

avec ajout <l'a tocophérol 
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5 
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24 CH: 1 

TABLE: 

COHC BC 
5.572 SB 

47.512 BB 
43.027 BB 

3 .440 BB 
0 .449 BB 

100 .000 
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Figure 27 Chromatogramme de l'huile de noix 

avec ajout d'y tocophérol 

CH. 1 C .S 5 .•3•3 11TT 3 OFF$ 

~ 

' 
·~.IL 

-> t::::==-

12 .30 

l 
1 

METHOD: UITAMIHES--- TAG: 

FILE: (! CRLC-HETHQD: AREA% 

HO. RT 
·3 .1 2 

3 12 .3&) 
TOTfiL 

PERK F:EJ 

AREA 
!S66S 

26:::261 
2646$ 

31339ï 
5üY 

30 CH: 1 

TABLE: 

COHC BC 
5 .957 !lB 

SS .59S BE: 
>3 .446 BE< 

74 

0 •:OHC: RF:ER 



b. Concentration en tocophérols dans le témoin (CT) : 

Concentration 
du témoin 

(m ml) 
3,2 10-3 3,4 10-3 2 8 10-3 ' 

2) Huile de noix sans ajout de tocophérol 

Ces essais ont été réalisés sur l'huile de noix "normale" c'est à dire sans aucun 
ajout de tocophérol. 

a. Surface des pics chromatographiques de l'huile de noix (SE): 

Essai 1 
Essai 2 
Essai 3 
Essai 4 

Moyenne 
Ecart-type 

Coefficient de 
variation ( % ) 

516,6 
3,2 

15 581 140 962 20 303 
16 611 139 936 21 265 
16 121 144 589 . 22 431 
16 704 146 453 22 174 

3 054,4 9 660,4 
2,1 4,5 
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b. Concentration en tocophérols dans l'huile (CE) 

Dans ce cas, chacun des résultats correspond à un essai particulier par exemple à 
la surface de l'essai 1 correspondra la concentration de ce même essai 1. 

Prise d'essai 
( ) 

Ecart-type 
Coefficient de 
variation ( % ) 

1,0324 
4,74 

5,05 

4,90 

5,08 

0,2 
3,2 

1,0324 1,0324 
39,65 5,68 

39,36 5,95 

40,67 6,28 

41,19 6,20 

0,9 0,3 
2,1 4,5 

Remarque : Cette huile de noix "normale" contient nettement plus de "{ tocophérol 
que de ô et d'a tocophérols. 

3) Huile de noix avec ajout d'a ou de y tocophérol 

Deux types d'échantillons différents sont étudiés : l'un avec ajout d'a tocophérol 
l'autre avec ajout de "{ tocophérol. 

Comme précédemment chacun des résultats correspond à un essai particulier par 
exemple à la surface de l'essai 1 correspondra la concentration de ce même essai 1. 

Le bilan de nos résultats sera représenté par les moyennes obtenues dans les trois 
types d'essais. 
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3.1. Ajout d'a tocophérol 

a. Surface des pics chromatographiques de l'huile de noix (SE) : 

Essai 1 
Essai 2 
Essai 3 
Essai 4 

Moyenne 
Ecart-type 

Coefficient de 
variation ( % ) 

16 813 143 373 129 841 
16 321 146 144 131 478 
16 186 148 097 132 289 
16 647 145718 130 427 

131 008 8 . . .. . . '. 
288,6 1 939,7 1 089,5 

1,7 1,3 0,8 

b. Concentration en tocophérols dans l'huile (CE) : 

Prise d'essai 
( ) 

Ecart-type 
Coefficient de 
variation ( % ) 

. o toco bêror · . 

1,0206 
5,17 

5,02 

4,98 

5,12 

0,1 
1,7 

1,0206 1,0206 
40,79 36,76 

41,58 37,23 

42,14 37,46 

41,46 36,93 

0,5 0,3 
1,3 0,8 

L'addition d'a tocophérol par rapport à l'huile de noix de base (2.b.) apparaît 

nettement dans ce tableau. 
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3.2. Ajout de y tocophérol 

a. Surface des pics chromatographiques de l'huile de noix (SE) : 

Essai 1 
Essai 2 
Essai 3 
Essai 4 

Mo enne 
Ecart-type 

Coefficient de 
variation ( % ) 

.:· .. ·.·:-··. .: ·.. . .:.··. < 268 :as4,s··· ·. · 
396,2 291,8 
2,2 0,1 

b. Concentration en tocophérols dans l'huile (CE) : 

Prise d'essai 
( ) 

Ecart-type 
Coefficient de 
variation ( % ) 

1,0401 
5,43 

5,50 

5,64 

5,35 

0,1 
2,2 

·a 

1,0401 
75,02 

75,03 

74,90 

74,87 

0,1 
0,1 

835,5 
3,2 

1,0401 
7,15 

6,84 

7,35 

7,31 

0,2 
3,2 

L'addition de l'y tocophérol par rapport à l'huile de base, apparaît nettement. 
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IIJ.6.6. Evolution au cours du stockage 

Toutes ces huiles (avec et sans ajout de tocophérol) ont été conservées en chambre 
froide à 4 °C. Deux séries d'essais ont été réalisés après un an de stockage sur les mêmes 
échantillons afin de connaître l'évolution des tocophérols dans l'huile de noix au cours du 
temps. 

S Les essais réalisés le 27/11/96 nous ont donné les résultats suivants: 

ô tocophérol (mg/l OOg) 

moyenne 
écart-type 

y tocophérol (mg/l OOg) 

moyenne 
écart-type 

a tocophérol (mg/l OOg) 

moyenne 
écart-tvoe 

àtïiîe>deJ1()ix .•·•<llllite· .de '.IJ.QiÏV; } ij~Î1e.·.•··~e '.hoix · 
··•<t:;:dn~fiÎi~t••·•• ·:·: · . ..! a·tôc()~b.é.f~r ···:·._.:.::r· t~c~ph~i-ol 

m=4,9 
cr= 0,2 

m=40,2 
cr= 0,9 

m=6,0 
cr= 0,2 

m=5,l 
cr= 0,1 

m= 41,5 
cr= 0,5 

m= 37,1 
cr= 0,3 

m=5,5 

cr= 0,1 

m= 74,9 
cr= 0,1 

m=7,2 
cr= 0,2 

S Les essais réalisés le 09/10/97 nous ont donné les résultats suivants: 

ô tocophérol (mg/l OOg) 

moyenne 
écart-tvoe 

y tocophérol (mg/l OOg) 

moyenne 

écart-tvoe 

a tocophérol (mg/l OOg) 

moyenne 
écart-tvoe 

Huile ne noix,.. Huile cle\lÎoix \îl11.ue· â~ :lri()ïX:· ; 
.·:v< ririfÎllai <; ··•·· + (t to~of)liér<>l /~ ~ i~tC.~b~rQI'!; 

m=4,7 m= 4,1 m=4,6 
cr= 0,3 cr= 0,2 cr= 0,5 

m= 37,1 m= 39,5 m= 68,2 
cr= 1,4 cr= 0,7 cr= 1 0 

m=5,5 m= 37,8 m=6,5 
cr= 0,4 cr= 0,5 O'= 0,4 
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Les tableaux précédents montrent qu'après un an de stockage les quantités de 
tocophérols, dans l'huile de noix, semblent avoir légèrement baissé. Cependant compte-
tenu des écart-types cette diminution n'est pas significative. 

Pour apprécier l'influence d'un ajout d'a ou de y tocophérol sur la conservation 

de l'huile de noix, donc sur sa peroxydation, nous avons voulu déterminer l'indice de 
peroxyde sur ces huiles, comparativement à une huile normale sans ajout. 
Seule la comparaison de l'huile normale et de l'huile avec ajout de 40 mg de y tocophérol 

pour 100 ml (ce qui correspond à la quantité que l'on ajoute habituellement pour 
conserver les matières grasses) a pu être réalisée. 

Les résultats au temps zero ont donnés un indice de peroxyde de 
5,70 mEq d'02/1000 g sur l'huile normale. Au bout d'un an de stockage à 4°C et à l'abri 
de la lumière nous avons obtenu les résultats du tableau X. 

Tableau X : Comparaison de l'huile de noix avec ou sans ajout de y tocophérol 

après un an de stockage : 

Indice de peroxyde 
(mEq d'02/1000 g) 

Moyenne 

.. ·.· . 
Huile .de .noix normale .·. :auile de·ll~ti:<'. / 

.· .. i ·· .. ·.··.··················•.·· ····• ;"tr.:to~<>i)llérol. > • 

6,79 
6,32 
5,80 

6,30 

6,81 
6,54 
6,80 

6, 71 

Les résultats obtenus sont assez surprenants, puisque l'ajout de y tocophérol n'a 

eu aucun effet favorable. Il faudrait renouveler cette expérience et la compléter en testant à 
la fois l'a et le y tocophérol. 
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Conclusion : 

Le dosage des tocophérols dans une huile de noix a été effectué par CLHP. La 
teneur de ces antioxydants dans l'huile avant et après leur ajout a pu être déterminée et 
aucune évolution nette de leur taux n'a été mise en évidence, après un an. 

Leur présence et leur addition à une certaine concentration aurait dû améliorer la 
stabilité de l'huile et en particulier empêcher sa peroxydation. Les résultats partiels 
obtenus n'ont cependant pas mis en évidence d'effet protecteur. Ceci peut tout 
simplement être du au fait que l'huile était déja protégée par ses tocophérols naturels. 
L'indice de peroxyde trouvé après 1 an est en effet particulièrement faible. 
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THESE SOUTENUE PAR: PERA Hélène 

TITRE : Huile de noix : Paramètres qui influencent son rancissement, méthodes 
d'études et possibilité de protection 

CONCLUSIONS 

Notre objectif était d'évaluer l'évolution de la composition de l'huile. de noix au 
cours de son stockage dans différentes conditions et notamment d'apprécier son 
rancissement. 

Pour cela, nous avons testé l'évolution des indices de carbonyle, d'acide et de 
peroxyde au cours du temps, à différentes températures, en présence ou non 
d'air et à l'abri ou non de la lumière. 

Certains auteurs ayant signalé la libération d'hydrocarbures de faible masse 
molaire au cours des phénomènes d'oxydation des huiles (en particulier 
l'hexane), nous avons recherché ce dernier par chromatographie gazeuse. Nous 
n'avons cependant pas pu le mettre en évidence dans nos échantillons. 

L'indice de carbonyle, déterminé par titrimétrie, n'a pas donné de résultats 
homogènes. 

Nous avons par contre nettement mis en évidence que les indices d'acide et de 
peroxyde varient non seulement en fonction de la température et de la durée du 
stockage, mais également par suite de l'exposition à la lumière et de la présence 
d'oxygène. 

Pour l'évaluation des peroxydes, nous avons testé et comparé différentes 
méthodes : iodimétrique (indice de peroxyde), spectrophotométrique et 
ampérométrique. Cette dernière n'a pu fournir des résultats exploitables. 

Nous avons également dosé par CLHP les tocophérols présents dans l'huile de 
noix. Puis nous avons surchargé l'huile analysée avec les isomères a et y, que 
nous avons mis en évidence par la technique de CLHP. 

Nous n'avons pu, après un an de stockage, mettre en évidence à l'aide de 
l'indice de peroxyde, l'amélioration de la stabilité de l'huile, que celle-ci soit 
additionnée ou non d'a ou de y tocophérol. 
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Ces résultats montrent bien qu'il est nécessaire de stocker l'huile de noix à l'abri 
de la lumière et de l'oxygène de l'air. 

Certains résultats sont concluants, d'autres devront être complétés et confirmés, 
mais nous espérons avoir apporté une contribution à la meilleure connaissance 
de ce produit alimentaire régional digne d'intérêt qu'est l'huile de noix. 

VU ET PERMIS D'IMPRIMER 

Grenoble, le 12 mars 1998 
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Résumé 

Notre objectif était d'évaluer l'évolution de la composition de l'huile de noix au cours de 
son stockage dans différentes conditions et notamment d'apprécier son rancissement. Pour 
cela, nous avons testé l'évolution des indices de carbonyle, d'acide et de peroxyde au cours 
du temps, à différentes températures, en présence ou non d'air et à l'abri ou non de la 
lumière. 

Nous avons recherché par chromatographie en phase gazeuse les hy,drocarbures de faible 
masse molaire qui se forment au cours du phénomène d'oxydation des huiles (en particulier 
l'hexane). Nous n'avons cependant pas pu le mettre en évidence dans nos échantillons. 

L'indice de carbonyle, déterminé par titrimétrie, n'a pas donné de résultats homogènes. 

Nous avons par contre nettement mis en évidence que les indices d'acide et de peroxyde 
varient non seulement en fonction de la température et de la durée de stockage, mais 
également par suite de l'exposition à la lumière et de la présence d'oxygène. 

Pour l'évaluation des peroxydes, nous avons testé et comparé différentes méthodes : 
iodimètrique (indice de peroxyde), spectrophotométrique et ampérométrique. Cette dernière 
n'a pu fournir des résultats exploitables. 

Nous avons également dosé par CLHP les tocophérols présents dans l'huile de noix. Puis 
nous avons surchargé l'huile analysée avec les isomères a et y, que nous avons mis en 
évidence par la technique de CLHP. 

Nous n'avons pu, après un an de stockage, mettre en évidence à l'aide de l'indice de 
peroxyde, l'amélioration de la stabilité de l'huile, que celle-ci soit additionnée ou non d'a 
ou de y tocophérol. 

Ces résultats montrent bien qu'il est nécessaire de stocker l'huile de noix à l'abri de la 
lumière et de l'oxygène de l'air. 

Mots-Clés : Huile de noix, Rancissement, Peroxydes, Carbonyles, Tocophérols, 
Acidités, Hydrocarbures, Conservation. 
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